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trabajo, es investigar los requerimientos nutricionales, las condiciones fisicoquimicas y
biologicas para el desarrollo 6ptimo de N. brasiliensis HUJEG-1 a escala piloto y la produccién
de proteasas caseinoliticas intracelulares. Se disefiaron medios de cuitivo con diferentes fuentes
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1, INTRODUCCION

Nocardia brasifiensis pertenece al orden Actinomicetales de la familia
Nocardiaceae, es una bacteria Gram positiva, aerobia estricta, parcialmente 4cido
resistente, forma filamentos ramificados extensos en la mayoria de los medios, mide
alrededor dc 1 pm de didmetro, se fragmenta después de 4 dias de incubacidn y produce
células bacilares y cocoides irvegulares (49,51,81). Los organismos del género Nocardia
son considerados como microorganismos saprofitos del suelo, son los responsables
principales de ia descomposicion de matenal orgdnico de plantas, crece en un rango de
temperatura de 10 -45°Cy pH de 6.0 - 9.0, en presencia de 5% de NaCl, no es sensible
a penicilina, el contemido de G + C del DNA varia de 67 - 68 moles % (81,50). La
caracterizacion de los actinomicetos se basa en dos propiedades quimticas: 1) La
presencia del aminodcido dibdsico en la pared celular, 2) La presencia del azicar en la
hidrolisis total celular. Segin la composicion de sus aminodcidos y azicares se
clasilican en diferentes tipos; en ¢l grupo de organismos Tipe [V pucden ser separados
en : a) Con acidos micolicos como: Corynebacteria, Micobacterias y Nocardiae y b) Sin
acidos  micolicos  como: Faenia, Pseudonocardia, Saccharomonospora,
Saccharopolyspara, Actinopolyspora, Amycoelata, Amicolatopsis 'y Kibdelosporangium
(22). Las paredes celulares de WNocardia, Rhadococcus, Mycobacterium y
Corynebacterium son muy similares cuyos constituyentes principales son : Meso - DAP
(dcido 2,6, diaminopimélico), arabinosa y galactosa (9, 80,81).

Las especies de nocardias causantes d¢ la mayoria de las infecciones son: N.

asteroides, N. oritidiscaviarum'y N. brasiliensis para diferenciarlas las especies entre si



2
s¢ realizan prucbas bioquimicas. Las infecciones que causan son: a) Nocardiosis

localizada, b) Nocardiosis sistémica ¢) Infecciones linfocutineas y d) Micetoma
(58,39)

Micetoma es una infeccién crémica causada por bacterias aerobias y hongos
verdaderos, afecta tejido cutineo, subcutineo, musculo y hueso, puede diseminarse a
cavidad tordcica, abdominal, etc., estd caracterizada por lesiones inflamatorias
deformantes no dolorosas y fistulas que drenan exudado seroso o purulento, los
microorganismos emiten filamentos en los tgjidos y se aglutinan en colonias mds o
menos compactas llamadas granos (2,39,. 79. La distribucion geografica de
actinomicetosis es endémica en paises tropicales, constituye un problema de salud
publica por la frecuencia, cromcidad, secuelas y costos socioecondmicos que ocasiona la
enfermedad . Los micetomas se presentan con mayor frecuencia en la banda transversal
que sigue el tropico de cancer (entre 14° $ y 33° N) principalmente en India, Africa,
México, Venezuela y Brasil, En México se han reportado casos en los estados de:
Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Michoacin, Guerrero y Nuevo Leén. La
distribucidn por sexo es 4:1 y edades de 16 - 30 y 31 - 40 afios en hombres y mujeres |
respectivamente  (2,29,80). En México el agente etiGlogico de micetoma es N
brasiliensis (86%), seguido por 4. madurae, §. somaliensis, 4. pelletieri, N. asteroides,
N, otitidiscaviarum. Entre los eumicetomas predominan M. mycefomatis y M. grisea.(3,
80,81)

A partir de la lesién de micetoma es posible el aislamiento e identificacion del
agente causal: por técnicas microbiologicas, andlisis de dcidos micélicos, la relacion
del DNA y la resistencia a patrones de antibidticos (9, 30,48,7680,81,95). Ademas se

han desarrollado técnicas para el immunodiagnostico y monitoreo de la accién
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terapéutica en el paciente, tales como: inmunoelectroforesis, ELISA y Western-blot (36,
55,78, 79).

N brasiliensis produce proteasas caseinoliticas que probablemente participen en
los mecanismos de patogenicidad. Se ha estudiado la inmunogenicidad de las proteasas
y su posible efecto inductor en el micetoma experimental en ratones BALB/c y se
determiné midiendo la respuesta de anticuerpos en el suero de los ratones, mediante un
ensayo de ELISA contra la enzima (55). La produccion de proteasas se realiza en
pequeiia escala y en medios de cultivo costosos; en esta investigacion se pretende
encontrar un medio de cultivo con 6ptimos coeficientes de rendimiento, aito contenido

de proteasas caseinoliticas y ademas bajo costo.



1.1. ANTECEDENTES

1.1.1  NUTRIENTES Y CONDICIONES DE CULTIVO

Los actinomicetos pueden crecer en muy diversos substratos; se desarrollan en un
amplio rango de temperatura y son favorecidos por un pH ligeramente alcalino; por lo
tanto, los nutrientes utilizados y las condiciones de cultivo son muy impottantes para la

produccion de biomasa y metabolitos secundarios de estos microorganismos (81)

Los medios de cultivo se clasifican en quimicamente definidos y complejos,
dependiendo de si su composicion es conocida o no. Es necesario un balance de
componentes elementales para proporcionar los nutrientes requeridos para obtener la
biomasa. Los microorganismos requieren para su crecimiento una fuente de energia y
una de carbono, en la mayoria de las fermentaciones industriales una misma fuente
provee ambas, es necesario que la fuente de materia contenga todos los elementos
constitutivos de la masa celular en las proporciones requeridas para la composicion
interma del organisme (Hz, Oz, C, Nz, §, P, Mg, Mn,CaFe Co,Zn,CuMo). La
composicion celular depende del tipo de microorganismo, por ejemplo bacterias,
levadurus y hongos caen en el siguiente rango: carbon 45-55%, mittogeno 6-14%,
potasio 0.5 - 2%, fésforo 1-3%, magnesio 0.1-1%, azufre 0.02-1%, calcio 1% (% en
peso seco). También estian presentes minerales menores tales como cobre 0.1- 10 mg,
fierro 1 - 10 mg, zinc | mg y manganeso 0 - 5 mg. La formulacién del medio de cultivo

debe considerar todos los elementos antes mencionados ademds de otros necesarios para



la produccion de metabolitos especiales (antibioticos, enzimas, etc.). Los constituyentes
se clasifican en grupos del A - D; el grupo “A” contiene todos los nutrientes necesarios
excepto nitrééerm (Glucosa, KHPOy, MgS0, .7H,0, CaCl,, Fey(8Q4)s, ZnSO4. THO,
CuS04.7TH;0, MnSO4 .H;0), el grupo “B” pruvee nitrégena en forma de ion amonio,
que es metabolizado por la mayoria de los microorganismos y el anién fosfato provee
alguna capacidad buffer (NH4);H;POs, (NHHPO,). La funcién del grupo “C” un
quelato cuya formula general es CgHsNa;O;. 2H,0, proporciona el ion metal ¢n
solucién, esic también causa efectos téxicos sobre todo cuando el inGeculo es pequeiio.
La propiedad buffer de los componentes del grupo “D” es necesaria para mantener el

pH (Na;HPO,, KH;PO.).

Los estudios cinéticos son necesarios pata entender el comportamiento de
cualquier fermentacion y consisten en la estimacién de las velocidades de sintesis
celular, formacion de productos y efectos del medio ambiente sobre €stas velocidades.
El ¢recimiento unicelular de un cultivo estitico a nivel matraz o fermentador, limitado
por la cantidad de substrato inicialmente, puede ser expresado en términos de la
concentracion celular X, la del substrato limitante S y la del inhibidor 1. En la cinética
también deben considerarse las condiciones de temperatura, fuerza idnica y pH, que se
establecen al principio de la fermentacion y estas varian durante su transcurso a menos
que se controlen estrictamente, esto pusde contribuir notablemente en el crecimiento

celular y los metabolitos secundarios que se produzcan (4,56,73,36).

Cuando a un microorganismo se le proporcionan los nutrientes necesarios y

las condiciones ambientales Optimas, realiza un conjunto de reacciones metabdlicas, las



células crecen y/o producen algunos metabolitos de interds. La conversion de substrato a
biomasa determina el rendimiento del crecimiento celular, generalmente cuanto mas

oxidado esta el substrato menor es el rendimiento {56,73).

Fn un cultivo microbiano se presentan diferentes fases de crecimiento: I Lag o de
retardo, [I aceleracion del crecimiento, [Il crecimienta exponencial, IV desaceleracion,
V estacionaria y VI declinacidn; estas fases reflejan cambios en la biomasa y en el
medio ambiente. Después de un periodo lag el crecimiento ocwre a la maxima
velocidad vy finalmente cesa, como resultado del balance entre los siguientes factores:
carencia de un nutriente, acumulacion de un producto inhibitorio o algin cambio

fisicoquimico en el medio ambiente (56,73,86 )

Cuando e] crecimiento de un cultivo estd limitado por la cantidad inicial de
substrato, la curva de crecimiento puede expresarse en términos de parametros de
crecimiento; la ecuacion de Monod describe la relacidn entre la velocidad especifica de

crecimiento | y la concentracion del nutriente limitante S, en el cultivo.

. dx = ¢
Ecuacién de Monod : @ = ux M= K, +S

La concentracidn celular X, se puede determinar por diferentes métodos : el
numero de células y la masa celular , dependiendo de las caracteristicas fisicas de los
microorganismos, principalmente su tamafio. Para microorganismos miceliales se

determina por peso seco (56,73, 86).



En la fermentacién se estudian los efectos de los siguientes factores: velocidad de
agitacion, aereacion, pH y temperatura; en muchos casos los instrumentos estin
conectados a una computadora y estudiar la dindmica de los cultivos. Un proceso de
fermentacion, comprende, ademds de las reacciones bioquimicas efectuadas por un
microorganismo y/o por enzimas, las caracteristicas fisicas y de operacion del recipiente
donde se va a realizar el proceso y las operaciones que se efectian antes y después de
la fermentacién. El escalamiento de procesos es una tarea interdisciplinaria que requiere
del uso combinado e integrado de conceptos y métodos de Ingenieria Quimica y

Fisiologia Microbiana. { 14,16,73,89).

El manejo de poblaciones microbianas puras, requiere que los procesos sean
operados sin contaminacion, para lograrlo es necesario un alto grado de limpieza y que
las operaciones sean asépticas. La esterilizacion, es decir la eliminacién o destruceion
de todas las entidades vivas de los materiales que van a ser usados en ¢l proceso, se
puede llevar a cabo por agentes fisicos (calor, filtracién y radiacién) o quimicos
(derivados clorados, metales pesados, derivados fenélicos, alcoholes, perdxido de
hidrégeno, etc.). Un proceso tipico de fermentacion es susceptible a contaminarse de
muchas maneras, las mas comunes son: a) el medio de cultivo, b) el indculo y el proceso
de inoculacién, c¢) el suministro de aire, d) la adicién de nutrientes, antiespumantes, etc.
durante ¢l proceso, e) el fermentador mismo (por el disefio defectuoso de los sellos del

reactor o falta de mantenimiento apropiado) (72,73 ).



La toma de substratos, excrecién de productos y el curso del metabolismo
intracelular, dependen del control combinado de los antecedentes genéticos de {a célula

y las condiciones del medio ambiente (56)

La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan al crecimiento
y a la supervivencia microbiana, puede afectar en 2 formas muy diferentes. A medida
que la temperatura sube, las reacciones enzimiticas son mas rapidas y el crecimiento
tambi€n, sin embargo, por encima de una cierta temperatura, las proteinas, acidos
nucleicos y otros componentes celulares pueden dafiarse oreversiblemente. El efecto de
la minima temperatura no se conoce lo suficiente, ésta puaede afectar en la fluidez de la
membrana citoplasmatica, quizd4 a una temperatura muy baja, impide el transporte

adecuado de los nutrientes, asi como la formacién de gradientes protdnicos (56,59).

Otro factor es el pH, cada wmicroorganismo tiene un pH  JOptimo;
independientemente de las condiciones externas (pH extracelular), ¢l pH intracelular |
debe permanecer cercano 2 la neutralidad, con la finalidad de impedir la destruccion de
macromoléculas dbiles en condiciones 4cidas o alcalinas. En un medio de cultivo, con
medio no renovado, el pH puede cambiar durante el crecimiento como consecuencia de
las reacciones metabolicas, por ello se emplean amortiguadores para mantener constante
el pH del medio de cultivo, estos dependen del microorganismo. El pH es controlado
dependiendo del tipo de organismo: para hongos 4.5 - 7.0, levaduras 45 - 60y

bacterias 6.0 - 7.5 (4,5,16, 59, 64,73).



Todos los microorganismos requieren agua v la disponibilidad de ¢lla es un
factor importante en el crecimiento microbiano. La disponibilidad del agua depende no
solo del -contenido de esta en el medio ambiente, sino también de la concentracion de
solutos en ella, si el agna estd asociada a los solutos no estd disponible para el
microorganismo. La disponibilidad de agua se expresa generalmente en términos fisicos
como actividad de agua (aw), es la razon entre la presion de vapor del aire en equilibrio
con una sustancia o solucién y la presion de vapor a la misma temperatura del agua
pura. El agua difunde de una regién de baja concentracion de solutos, a otra de mayor
concentracién de solutos (6smosis). Los solutos que se acumulan en el citoplasma para
ajustar la acitivad de agua, no deben ser inhibitorios para la bioquimica celular; estos
compuestos, son muy solubles en agua e incluyen diversos azicares, polialcoholes,
aminodcidos y denivados, los productos que se acumulan en el citoplasma para ajustar

su actividad de agua. (4,56,59)

Para el crecimiento de muchos microorganismos aerdbios es necesario
sumninistrar mucho aire debido a la baja solubilidad del oxigeno y el que es utilizado
durante ¢l crecimiento microbiano no es reemplazado siempre por difusion del aire,
ademas, la oxidacion de la fuente de carbono y su transformacién en células, productos
y CO, establece una demanda de oxigeno que es esencial satisfacer a través de la

aereacién y mezclado del cultivo ( 4, 59,73).

El sistema de agitacion en un fermentador tiene cuatro funciones bisicas: a)
asegurar la homogeneidad del cultivo, es decir €l macro-mezclado, b) promover la

transferencia de masa en la interfase, es decir el micro -mezclado, ¢} promover la
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transferencia de calor y d) proveer un area de interfase suficiente entre gas-liquido-
s6lido para la transferencia de masa. En una fermentacién aereada, la transferencia de
oxigeno al medio de cultivo debe cubrir la demanda del microorganismo, el suministro
de oxigeno es adecuado si es mayor que la demanda por el microorganismo.

(5.16,28,40,65,66)

1.1.2. MICROORGANISMOS DE IMPORTANCIA INDUSTRIAL

Couch y Ross (1980), recomendaron para la produccion de Bacillus
thuringiensis fuentes naturales de nitrégeno como: Harinas de pescado, semilla de
algodon, soya, liquido de remojo de maiz, levadura autolizada y caseina. Como fuentes
de carbono productos de maiz hidrolizado tales como almidén y dextrosa. El uso de
éstas permite disminuir los costos de produccion (21). Salama y cols. (1981), para la
produccién de Bacillus thuringiensis wutilizaron varios subproductos industriales como:
Harinas de pescado y de semilla de algodén, levadura de forraje, sangre de res,
subproductos secos de ave, liquido de remojo de maiz, suero de queso, liquido de la
centrifugacién final de la produccion de almidén de maiz; leguminosas tales como:
habas, frijol de soya, garbanzo, judias, cacahuate y lentcjas; éstas fucron incorporadas a
un medio base constituido por: glucosa 6.0 g/L, extracto de levadura 2.0 g/L, K;HPO,

4.3 g/L, CaCQ; 2.0 g/ L y sales minerales 2.0 g/L (75).

Boeck y cols. (1983), obtuvieron un antibiético andlogo de la Vancomicina, N-
Dimetilvancomicina (NDU), que fue producido por un micoorganismo aislado de suelo

colectado en Yucatin, México. Este microorganismo, se le designé como NRRL
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15232, que fue identificado como N. orientalis. La produccion de antibiético disminuye
por la adicion de ortofosfato al medio de cultivo o leucina, estos son precursores de la
aglicén, estimula la biosintesis de N - dimetilvancomicina. Para la produccién del
antibidtico probaron diferentes fuentes de carbono tales como: glucosa, fructosa,
galactosa, manosa, lactosa, sacarosa, dextrinas de papa, almidén soluble, almidon de
maiz y glicerol y diferentes fuentes de lipidos tales como: aceite de maiz, aceite de soya
refinado y metil oleato. Las mejores fuentes fueron dextrinas de papa, almidon soluble y
aceite de soya refinado, los cuales produjeron 180, 166 y 139 ug/mL. de antibidtico
respectivamente. Observaron el efecto de la temperatura sobre la biosintesis del
antibiotico (NDU) a 25, 28, 30 32, 34 y 37°C; determinaron que a 32 - 34°C obtenian
mayor concentracion de antibidtico 188 - 197 ug / mL. y un volumen celular de 9.0 % a
las 120 h. (12).

Theriault y cols. 1986. Obtuvieron dos antibidticos Benzanthrinas A y B
{quinonas), a partir de N. Iurida estos antibidticos fueron obtenidos utilizando como
medio de cultivo glucosa, levadura entera, peptona y CaCOQs, estos antibidticos se
detectaron a las 66 h en agitacion durante un periodo de fermentacion de 66 - 162
horas en un fermentador de 14 L. Se probaron diferentes fuentes de nitrégeno; peptona,
lactoalbumina, harina de pescado, peptona de carne, extracto de carne, frijol de soya a
diferentes temperaturas, las peptonas liquidas fueron las que produjeron mayor
concentracion de antibidtico a 24°C a las 66 h. mayor (170 mg /L) de Benzanthrina A y
B (60 mg/L) (Tabla No.l). También probaron diferentes velocidades de agitacién
(TablaNo. 2) y aereacion (0.5 y 1.0 VVM.) y las condiciones dptimafueron300 r.p.m. y

0.5 VVM con un volumen de células de 10 % alas 162 h. (Figura No.1) (88).



TablaNo. 1

12

Efecto de la temperatura y el volumen del medic de cultivo sobre la produccion de los
antibidticos Benzanthrinas A y B en matraces con agitacion

Volumen
Temperatura del medio Edad Benzauothrina A Bepzanthrina B

°C ml h, mg/L, mg/L
24 50 42 <1 <1
24 50 66 170 6(
24 5Q 90 2 <1
24 30 114 <1 <1
28 50 42 17 1
28 50 66 <l <1
28 50 bt <l <l
23 50 114 <1 <]
30 50 42 <] <1
30 50 66 4.3 <l
30 50 90 <1 <l
30 50 114 <l <]
24 100 42 <1 <1
24 100 &b <] <l
24 100 90 | <1
24 100 114 <1 <l

Theriault R et af . (1986) J. Antibiotics Vol XXXIX No. 11 1509 — 1514,

Efecto de la agitacion, aereacion y volumen del medio de cultivo sobre €] rendimiento

Tabla No. 2

de los antibiéticos Benzanthrinas A y B en un fermentador NBS de 14 litros.

Volumen del

Fermentador | Agitacién Aereacion Edad Benzanthrina A | Benzanthrina B
L rp.m. VVM h mg/L wmg/L
10 300 1.0 162 20 1l
7 300 1.0 162 4 2
10 300 0.5 66 42 19
7 300 0.5 66 70 <l
10 150 1.0 114 17 17
7 150 1.0 114 23 190
10 150 05 114 <] <]
7 150 0.5 114 <] <}

Theriault R ezal . (1936) J. Antibiotics Vol YOOXIX No. 11 1509- 1514,
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Figura No. 1 Cinética de la produccion de antibiticos Benzanthrinas Ay B a partir

de N. lurida. Theriault R. y cols. (1986) J. Antibiotics Vol. XXXIX No. 11 p 151
Dingerdissen J.J. y cols. (1986), obtuvieron un antibidtico Actinoidin Az, a

partir de Nocardia sp.(SK&F-AAJ-193), éste nuevo glicopéptido difiere de Actinoidin

A por la presencia de ramnosa en lugar de acosamina.  Este andlogo es aislado



14

utilizando resina Dianion HP - 20  seguida por una columna de un glicopéptido
especifico (Affigel-10-DAlaDAla). La purificacion fue realizada usando una columna
cromatogréifica de intercambio i6nico. Para el escalamiento a 550 L, el primer inécula
fue transferido a 10 L en un medio constituido por: almidén 1.5%, sacarosa 0.5%,
glucosa) 0.5%, liquido de remojo de maiz 0.5%, harina de soya 0.75%, K,HPO, 0.015%,
NaCl 0.05%, CaCQ4 0.15%, suplemento de minerales 5.0 ml/L (ZnS04 .7TH20, CuSO,.
5H;0 , MuSO4. H;O, CoCly.6H;0, NaB4.7H,0, NaMoQ,. 2ZH;0 en un fermentador de
14 L el cual fue mantenido a 28°C, aereado a 4 L/min. y agitado a 250 r.p.m., al tercer
dia fueron transferidos SL de éste inoculo a 50 L del mismo medio de cultivo en un
fermentador de 75 L . El tercer indcula fue incubado a 28°C, aereado a 25 L/min. y
agitado a 250 r.p.m. Después de tres dias de incubacién 50 L. del inéculo fueron
transferidos a 500 L del medio de produccion €l cual estaba constituido por: glucosa
2.0%, harina de soya 1.0%, extracto de levadura 0.1%, CaCOs 0.1%, CoCl; 0.0001%,
ajustados a pH 7.0 , en un fermentador de 750 L, la fermentacion  se llevd a cabo a
28°C, aereada a 150 L/min. y agitada a 120 r.p.m., la produccién maxima de Actinoidin -
A; fue de 124 pg/ml. y determinada por HPLC (Figura No. 2). Este antibiético mostré
actividad biologica contra Staphylococcus aureus y Staphylococci coagulasa negativos,

sin embargo, este es mernos potente que Actinoidin A. (23,24).
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Figura No. 2 Cinética de la produccion de antibidticos Actinoidin A y Az a partir de

Nocardia sp (SK&F-AAJ-193) Dingerdisen vy cols. (1987) J. Antibiotics Vol. XL No. 2
p 168

Lemmer Hilde y cols. (1987), determmimaron tres tipos de sinergismo en

actinomicetos en  lodos activados, la  biocianosis puede ser incrementada por otras

bacterias de lodos, se produjo biomasa de dos cultivos de cepas de Nocardia amarae,
con Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Flavobacterium sp., se compararon los cultivos.

N. amarae creci$ junto con Aicaligenes sp, mostrd incremento en la produccidn de

biomasa, utilizando un medio de cultivo a base de fructosa 1.0%, peptona 1.0%,
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extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.7% , a 28°C por 336 h, esta fue monitoreada 2 48,

96 y 336 h como peso seco . (53).

Rivas-Morales y cols. (1988), utilizaron once diferentes medios de cultivo para
la propagacion de siete cepas nativas de B, thuringiensis. Se diseflaron medios de cultvo
con diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno; los constituyentes utilizados fueron
melaza de cafia de azlcar, glucosa, harinas de soya y maiz, liquido de remojo de maiz,
agua de cocimiento de levadura, extracto de levadura, y sales minerales. Se seleccioné
el medio de cultivo No. 4 para la propagacion de B. thuringiensis, cuya composicidn
es: melaza 0.5 %, harina de soya 1.0%, agua de cocimiento de levadura 3.0% y CaCQs
0.1%. En este medio de cultivo los extractos obtenidos mostraron mayor toxicidad
que el resto de los extractos obtenidos en los otros medios probados, sobre larvas del 4°

estadio de dedes aegypti y Culex pipiens quinguefasciatus (74)

Maiese W.M. y cols. (1990), obtuvieron un nuevo antibacteriana, le designaron
Simaomicin a (LL.D42067 @), fue aislado de cultivo de la fermentacion de una cepa de
un actinomiceto , basandose en las caracteristicas de cultivo, fisiologicas, morfoldgicas
y caracteristicas quimicas, el cultivo LL-D42067 fug identificado como una nueva
subespecie de Actinomadura madurae, la fermentacion primeramente se realizé en
matraces utilizando como medio de cultivo extracto de levadura 0.5%, N-Z amina tipo A
0.5%, dextrina 2.0 %, glucosa 1.0% y CaCQs 0.1%, el proceso se realizo a 32°C a
210 r.pm. por 48 h, de ésta se tomé una alicuota de 100 mL. para indculo y

posteriormente s¢ realizé en fermentadores de 12 L con el misma medio a 32°C por 48
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h. a 450 r.p.m. (aereacion 1.0 VVM), el contenido del fermentador se trapsfirid a un
fermentador de 410 L conteniendo 300 L. de medio de cultivo (aereacion 0.75 VVM.,,
250 r.p.m. po‘r 48 h.), posteriormente se transfirié a un fermentador conteniendo 3,000
L. de medio de cultivo, constituido de dextrinas 3.0%, glucosa 0.5%, Nutrisaya 1.5%,
liquido de remojo de maiz 0.5%, CaCO; 0.5% y antiespumante 0.3%, esta fermentacion
se corrié a 28°C por 144 h. a 450 r.p.m. (gereacion: 0.66 VVM) se ajusté el pH a 6.8 -
7.0. La produccién de antibidtico fue monitorecada por difusion en agar utilizando
discos de papel con Bacillus subtilis 'y ijor HPLC, se obtuvieron 28 ug/ml y un
volumen celular de 7.6 mL. / 10 mL. Simaomicin a demostré potente actividad contra
bacterias Gram positivas y fue activo in vivo contra una variedad de especies del género

Eimeria que causan coccidiosis en pollos. (57)

Kumagai K. y cols. (1992), obtuvieron de un aislado de suelo, un actinomiceto
SC - 4710 N. brasiliensis que produce un nuevo antibidtico PC-760-B, éste es un
macrélido de 16 miembros. El andlisis revela que ésta c€lula SC - 4710 tiene las
caracteristicas: pared celular de tipo [V, todos los patrones de azicares Tipo A,
fosfolipidos Tipo PII , menaquinonas MK - 8(H,), 4cidos grasas con cadenas saturadas e
insaturadas, dcido tuberculoestedrico y dcidos micdlicos. La cepa fue identificada como
N. brasiliensis ( Lindenberg) Pinoy. Para la fermentacion se utilizd el medio de cultivo
constituido por: glicerol 5%, harina de soya 3%, CaCO; 0.4%, pH 7.2 a 27°C con un
flujo de aire de 7.5 L. por min. a 150 r.p.m.(Figura No. 3). Se obtuvo una concentracién
de 440 pg/mlL de PC-766B durante 10 dias, aproximadamente el 95 % del antibidtico

fue encontrado en la fraccitén celular. El antibidtico presenta actividad biolégica contra
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bacterias Gram positivas, algunos hongos y levaduras, también presentd actividad
antitumoral contra células murinas in vitro € in vivo y uns actividad inmunitaria débil in

vitro contra ATPasa Nat+ K+. Se obtuvo un peso hiumedo de 0.25 g/mlL. (44)

pH
A =~ & m

03
1

1 0.2
1 0.15

1 01

PC-766B ( uafmi)

+ 0.05

Peso humedo (g/ml}

0 2 4 € 6 10 12
Tiempo (dias)

Figura No, 3  Cinética de la produccidn del antibidtico PC-766B a partir de N.

brasiliensis (SC-4710) . Kumagai K. Y cols. (1983) J. Antibiotics Vol. 46 No. 6 p 975.
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Boeck L. y cols. (1992), obtuvieron un antibiftico tripéptido denominado
A10255, producido a partir de la cepa de Streptomyces gardneri , en una concentracion
< 2 pg/mL en ¢l medio de cultivo seleccionado. Se realizaron modificaciones en la
seleccion de los constituyentes del medio de cultivo, y se examinaron los efectos de [a
malasa, CaCQ;, sulfato y fuentes alternativas de la fueate de carbono. Las fuentes de
carbono que se probaron fueron: glucosa, fructosa, glicerol, glicerol + glucosa, en el
glicerol (3%) se obtuvo un peso himedo de 13% y 52ug/mL, la que produjo mayor
concentracion de antibidtico fue glicerol + glucosa ( 3 + 1%), con una produccion de
biomasa de 12% y 67 pug/mL. Se probaron diferentes fuentes de nitrdgemo: bacto-
peptona, hidrolizado de soya, hidrolizado de aminocaseina, glicina, alanina, serina,
asparagina, glutamina y NH,Cl, (NH,);SOq, la fuente que produjo mayor concentracion
de antibiotico fue Bacto-peptona, con una concenwracion de 81 pg/mL, con un peso
himedo de 11%, también se probaron diferentes concentraciones de antiespumante
propilenglicol {P-2000) y la de 0.2% presentd mayores rendimientos en biomasa 15% y
123 pg/ml, se observd la influencia de ortofosfato a diferentes concentraciones y
0.001% incrementd la sintesis del antibiético aprox. 50% respecto al medio al cual no
se adiciond ortofosfato. Niveles bajos de CaCO; mantenian el pH cerca de la
neutralidad, la omision del carbonato producia acidificacién del medio y disminucion en
la praduccién de antibitica. Se prabaron varios medios de cultivo para la produccion a
diferentes niveles (Tabla No. 3). La fermentacion se llevéd a cabo por 7 dias en un
fermentador de 165 L, aereada con 45% de oxigeno disuelto con una presidn intema de

0.35 atmdsferas, el pH se controld de 6.9 - 7.1 con soluciones diluidas de H,;SO4 y

NH,OH (11).
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Tabla No. 3
Medios de cultivo para la produccion del antibidtico A10255 a partir de la
Streptomyces gardneri

InEEdientes [nicial PAH HCA
Glucosa 1.0% 1.0% 0.1%
Gliceral 4.0
Bacto-peptona 0.5 09
Hy-Aminocaseina 09 1.6
Molasas 20 4.0 4.0
NaH,;PO..H,Q 0.01 0.01
CaCQ; 0.2 0.5 0.5
Propilenglical 0.2 0.2
Cepa Tipo Silvestre NNRL 15922 NRRL 15922
Rendimiento (jig/mi) <0.2 170.0 330.0

Bocck L. D). y cols. (1992). ). Antibiatic 45:8 1222 = 1230,

1.1.3. OBTENCION DE ENZIMAS

Las industrias de procesos bicquimicos se encargan del aprovechamiemnto de
materiales bioldgicos bajo condiciones controladas tales como: microotganismos, tejido
celular animal, productos microbianos y enzimas. Los requerimientos necesarios para
€stos procesos son: una poblacidn celular homogénea, seleccionada con caracteristicas
idoneas para el proceso y /o producto particular, los elementos nutricionales en las
proporcicnes y cantidades Optimas de produccidn, las condiciones ambientales
adecuadas para el desarrollo del microorganismo. Como resuitado se obtendrd un
incremento en el niunero de microorganismos y diversas productos intra y extracelulares

(73).
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La ruptura de las células se emplea cuando sec tiene interés en los
productos intracelulares (proteinas, 4cidos nucleicos o enzimas). Los componentes de las
células tienenn alta presion osmotica y estdn emvueltos por una membrana
semipermeable y frdgil, protegida de ruptura por una pared celular rigida y fuerte. Los
métodos de ruptura se clasifican en: a) Meca’nica: corte de liquido (ultrasonido,
agitacion mecdnica y presién) y corte de sdlido (molido y presion); b) No mecdnica :

descongelamiento y lisis (fisica, quimica y enzimdtica) { 33,73).

Las técnicas para determinar la actividad proteasa en sdlidos, difieren en ef tipo
de substrato y procedimientos usados para la determinacion de productos y condiciones
de incubacidn. la caseina, azocasecina, gelatina, péptidos y albiminas pueden ser
utilizados como Substratos por periodos cortos y largos de incubacién. La
determinacion de la concentracion de proteinas es mportante, provee un punto de
referencia para otras mediciones tales como: metabolitos secundarios y actividad
enzimatica. Obviamente las proteinas tienen un ntimero de propicdades basicas en
comin. Sin embargo, difieren grandemente en su composicion, secuencia, tamafio y
forma , de ello dependen los métodos para su determinacion, para la seleccidn del
método se consideran varios criterios: a) detectabilidad, b) interferencia con otras
sustancias presentes, c) variabilidad de respuesta con otras proteinas y d) factibilidad de

realizacion (15,27,41,70).

Los procedimientos de fraccionamiento preliminar consisten en la eliminacion
de dcidos nucleicos y proteinas contaminantes, estas interfieren con purificaciones y

extracciones subsecuentes. Pueden fraccionarse las proteinas reduciendo su solubilidad
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hasta que precipiten por: a) adicionar sales inorgénicas con alta fuerza i6nica al medio,
lo que permite que las proteinas precipiten y b) adicionando solventes organices a bajas

temperaturas ( - 5°C).

Los métodos de alta resolucidn para la purificacién de proteinas son muy
variados y especificos. Las caracteristicas fisicoquimicas que se consideran para la
purificacion final son: anfoérisis de los electrolitos, solubilidad, coeficiente de particidn,
tamafio molecular, adsorcion - desorcién y propiedades quimicas. La wutilizacion de
membranas se basa en la capacidad de algunos polimeros para seleccionar entre
moléculas segin el tamafio y/o composicion quimica. Se pueden separar componentes
con ayuda de membranas por : ) accion de la concentracion ( pervaporacion (didlisis)
y Osmosis), b) accion de un campo eléctrico (electrodialisis y electro¢smosis) y c)

accion de presion (ultrafiltracion y dsmosis ) (73)

Las enzimas son algunos de los productos mas impartantes de los actinomicetos.
Actualmente las enzimas de origen microbianc son ampliamente utilizadas en la
industria alimenticia, textil, quimica, farmacéutica, terapia médica, quimica biorganica,
y biologia molecular. Son de interés adicional las enzimas que pueden estar relacionadas

con la patogenicidad de los actinomicetos (81) -

Aunque los mecanismos exactos de patogenicidad de Nocardia no se conocen,
numerosos compuestos muestran la capacidad de estos microorganismos para invadir al
huésped y causar enfermedad, pueden ser controlados por componentes asociados con la

célula bacteriana. Nocardia posee una envoltura celular compleja y algunos
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componentes pueden estar involucrados en ¢l mecanismo de patogenicidad tales como:
superoxido dismutasa, catalasa, proteasas, fosfatasas, lipasas, hemolisinas, dismutasa,

dcidos micolicos y otros compuestos (81)
1.1.4. PRODUCCION, PURIFICACION E IDENTIFICACCION DE ENZIMAS

Zlotnik Hinda y cols. (1984), purificaron y caracterizaron parcialmente proteasas
extracelulares de N. brasiliensis, ésta fue cultivada en un medio a base de: Glucosa
1.0%, neopeptona 0.2%, extracto de levadura 0.05%, KH;PO, 0.68%, MgS504. 7H;0
0.02%, FeSO, 0.001%, MnSO, 0.001%, CoSQO4 0.0005%, se incubaron a 30°C en
agitacion, la acﬁvid;ad proteolitica fue determinada usando una solucién de 1.0% de
caseina. Esta enzima fue purificada del homogeneizado libre de células de N.
brasiliensis, se purificaron por cromatografia de intercambio idnico sobre carboximetil-
Cefarosa filtracion en gel sobre Sefadex G- 100 y cromatografia por afinidad usando
resina de hemoglobina-Sefarosa. El peso molecular de la proteasa de  N. brasiliensis fue
de 25,000 por filtracién en gel y de 35,000 por electroforesis en gel con dadecil sulfato
sodico. Las enzimas fueron inhibidas por o-fenantrolina y $-hidroxiquinolina-5-acido
sulfénico y no son afectadas por EDTA. Los pardmetros cinéticos fueron Vg 0.238
pmol. de hemoglobina solubilizada por min. por mg de enzima y Ky 0.76 mM , usando

hemoglobina como substrato  (101).

Tsuboi R. y cols. (1989), cultivaron aislados clinicos de N. asteroides y N. brasiliensis

en medio liquido con mitrgeno restringido e investigaron la courrelacidn entre la
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produccion de la proteasa extracelular y la patogenicidad de las ;aspecies del género
Nocardia. Para comparar la produccion de proteasa utilizaron dos medios de cultivo:
uno constituido por: peptona 1.0%, glucosa 2.0% el segundo constituido por: levadura
1.2%, albumina de suero de bovino 0.5%, inositol 0.001% tamina, 0.001 pindoxina, s¢
incubaron a 37°C a 80 r.p.m. por 6 dias. La proteinasa fue determinada wtilizando
azocoll como substrato, se incubd por 2 h. a 37°C (520 om). En el medio de cultivo
restringido en nitrogeno, solo las cepas capaces de producir proteinasas e€xtracelulares
sobrevivieron .y se multiplicaron por rompimicnto de la albumina; [as cepas
provenientes de nocardiosis cutinea pnimaria sin enfermedad sistémica, mostraron alta
actividad proteinasa y abundante crecimiento celular, produjeron la enfermedad
sistémica, hay una probabilidad que una proteinasa extracelular trabaje como un factor
de virulencia como se ha encontrado ser el caso con C. albicans. Sin embargo,
considerando que la produccion de proteinasa no se observd en un medio suplementado
con peptona la produccidn de proteasa extracelular en un medio nitrégeno restringido

puede ser esencial (92).

Salinas y cols. (1992), identificaron proteasas intcacelulares de N, &rasiliensis, de
un extracto celular obtenido, por cultivo en caldo de infusion cerebro-corazon (BHI) a
37°C por 7 dias sin agitacion, fueron preparadas y resueltas en un gel de electroforesis
12p. 100 poliacrilamina no reducida. Se determind la presencia de proteasas en un gel
conteniendo caseina como substrato incubado a 37°C (zymograma), estas fueron
wnhibidas por felmetilsulfonilfluerido y p-hidroximercuribenzoato. lodoacetato y 2-
mercaptoetanol afectaron levemente dos .de estas enzimas y EDTA tuvo efecto de

inhibicion parcial y 2,2° dipiridil no mostré efecto. Proteasas similares no se
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encontraron en filtrados del cultivo ni en extractos celulares de N. asteroides. También

se estudié el posible papel de las proteasas descritas en este estudio de patogenicidad. (

™

Coloén L. y cols. (1992), realizaron una purificacion parcial de la fosfatasa acida
producida por N. brasiliensis, la cual contribuye a la patogenicidad en humanos y
animales, N. brasiliensis se produjo en un medio de cultivo liquido Sabouraud
dextrosa a 37°C a 150 r.p.m. por 8 - 10 dias, la biomasa fue recuperada por filtracidn
usando membranas de nitroceiuiosa de 0.8 um., esta actividad estd relacionada con dos
formas enziméticas, diferenciadas por electroforesis nativa en gel; una fue parcialmente
purificada y caracterizada, s¢ le determiné su peso molecular sobre SDS-PAGE de 50
kDa a pH 6ptimo de 5.2 y un valor de Km de 1.25 mM para nitorfenilfosfato. Las
enzimas de N. brasiliensis fueron estables a 4°C por 24 h. y rdpidamente inactivadas a
60°C. El molibato de amonio, fluoruro de sodio y L (+) tarirato fueron potentes
inhibidores de la enzima. Sin embargo, su funcion hasta hoy es desconocida, por
analogia con otros sistemas bacterianos se considera que juega un papel importante en la

fisiologia y patologia del microarganismo. (20).

Nesbit y cols. (1993), determinaron la tnfluencia de las condiciones de cultivo
sobre la actividad lipolitica en N. asteroides. El maximo crecimiento y actividades
extracelular e intracelular se presentan a los tres dias después de la inoculacion. Entre
los medios probados; los medios sintéticos inducen miximo crecimiento ( 6.2 g/1.) y

actividad extracelular (97 nkat /L) ( 1U = 16.67 nkat), sin embargo soya - tripticasa
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induce maxima actividad de lipasa intracelular (283 nkat/g). Las mejores fuentes de
carbono y nitrégeno fucron glucosa y fructosa, glutamato y mitratos, respectivamente. La
4ptima relacion C:N para el crecimiento fue en el rango 1:4 a 2:3 y para la actividad
lipasa 2:3 a 3:2. Los resultados de crecimiento, actividad lipasa intracelular y
extracelular para N. asteroides, N. brasilinsis y N. caviae son ; 6.4 g/L, 270 nkat /g. 96
nkat /L ; 3.7 g/L, 115 nkat /g, 41 ; y 5.3 g/L, 82 nkat/g 35 nkat /L respectivamente, bajo
las condiciones de estudio, N. asteroides crece mas y con mayor actividad lipasa que N.

brasiliensis y N, caviae . ( 68).

Minut T. y cols. (1995) , utilizaron un sistema acuoso de dos fases coa el
detergente no idnico polioxietilen C12EOS para la solubilizacion directa y extraccion de
1a colesterol oxidasa unida a la membrana de cultives de N. rhodochrous (NCIB 10554),
para la fermentacion se utilizd el medio de cultivo constituido de: extracto de levadura
1.0%, extracto de malta 1.0% (mezcla de extracto malta, maltosa, extracto de levadura y
dextrosa), glucosa 0.4%, K;HPO, 0.2%, KH;PO,0.07%, en un fermentador de 10 L con | |
un volumen de trabajo de 6 L, la presién del oxigeno fue ajustada a 12%, a 30°C y 550
rpm. y pH 6.9 + 0.2, por adicidn de NaOH 2N y NH3;PQ4 3N, se obtuvo una
concentracion final de 7.2 g/L células secas o 3% peso himedo, para determinar las
condiciones optimas de la fermentacion se determinaron concentracién de biomasa y
detergente también coma varios agentes adicionales para la solubilizacion y

estabilizacion proteica. ( 64)

1.1.5. RESPUESTA INMUNE
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La estructura basica de la pared celular de las nocardias ademss de lipidos,
péptidos sensibles a proteasas, pigmentos y polisacaridos neutros, tiene  tres
componentes en comdn con las micobacterias que son: peptidoglicana, arabinogalactosa
y 4cidos micolicos, mostrando respuesta cruzada con antigenos de otros actinomicetos.
E! estudio de los antigenos de Nocardia y las reacciones seroldgicas que se han
desarrollado estdn enfocadas principalmente a la diferenciacion taxomomica de

Nocardia para el diagndstico de la nocardiosis (55,80)

Salinas y cols. (1992), midieron la respuesta a los anticuerpos de antigenos
contra N. brasiliensis en el hombre y obtuvieron un extracto crudo de N. brasiliensis
cultivadas en caldo infusién cerebro-corazén (BHI) a 37°C por 7 dias sin agitacidn,
presentaron 37 bandas las cuales fueron resueltas en un sistema discontinuo de
Laemmeli en gradiente SDS-PAGE. En el analisis Western blot el suero de 16
individuos infectados con N. brasifiensis reconocia 6 bandas de 61, 49, 45, 42, 26, y
24 KDa. Algunas otras bandas también se detectan con menor intensidad. Los sueros de
pacientes inmunizados BCG contta M. fuberculosis y M. leprae reaccionaron
fuertemente con las bandas 49, 43, y 42 kDa perc débilmente ¢ sin reaccién con las
bandas 61, 26 y 24 kDa. Los sueros de voluntarios sanos empleados como control
reaccionaron con algunas bandas ligeramente pero no con estas tres identificadas para
los sueros con micetoma. Estos tres antigenos inmunodominantes (61, 26 y 24 kDa),
pueden ser de valor clinico para el serodiagnéstico de micetoma por N. brasiliensis.
(79). Estos mismos autores (1993) desarrollaron una técpica inmunoenzimatica

(ELISA), para el diagndstico de N. brasiliensis as{ como para buscar la correlacion
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clinica con infecciones con micetoma y purificaron 2 antigenos inmunodominantes que

correspondieron a 26 y 24 kDa (78).

Licon-Trillo y cols. (1997), estudiaron la inmunogenicidad de las proteasas de N.
brasiliensis y su efecto inductor de produccién en el micetoma experimental en ratones
BALB /¢, las proteasas se aislaron a partir de extractos celulares crudos de N
brasiliensis, cultivadas en caldo de infusion cerebro corazén (BHI) a 37°C por 7 dias sin
agitacion, en columnas de DEAE-celulosa; posteriormente se purificaron por
elecrtoelucion en geles preparativos de poliacrilamida. La inmunogenicidad de una
proteasa de 42 kDa en condiciones nativas 0 38 kDa en condiciones desnaturalizantes en
ratones BALB/c, se determiné midiendo la respuesta de anticuerpos en el suerg de los
ratones, mediante un ensayo de ELISA contra la enzima. El posible efecto protector de
la proteasa fue determinado en experimentos de inmunizacion activa y pasiva en los
ratones los cuales fueron infectados en el cojinete plantar y la inmunoproteccién fue
evaluada macroscopicamente y mediante €| mismo ensaye de ELISA hasta 150 dias
postinfeccion. La proteasa aislada con un grado de pureza de 60.9, con una masa
molecular de 42 kDa en condiciones nativas y de 38 kDa bajo condiciones
desnaturalizantes. Esta enzima caracterizada como serina proteasa, mostrd un pl de 5.2,
resultd ser immunogénica para ratones BALB/c. La respuesta inmune mostrada contra la
proteasa, modifica el desarrollo de micetomas experimentales en los ratones. La
inmunizacion activa de los ratones como emulsion de proteasa-AlF previno en un 100%
el desarrollo de actinomicetoma. La inmunizacién pasiva de los ratones con sueros
inmunes recolectados a los 30 dias postinmunizacion con suera de 60 dias no confirié

proteccion (35).
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1.3. OBJETIVQS

OBJETIVO GENERAL

Investigar los requerimientos nutricionales, las condiciones fisicas, quimicas y

bioldgicas para el desarrollo dptimo en escala piloto de N. brasiliensis HUJEG-1 y la

produccion de proteasas caseinoliticas intracelulares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Diseiiar un medio de cultivo para la produccion de biomasa de N. brasiliensis

HUJEG-1 con dptimos coeficientes de rendimiento a nivel matraz.

2.~ Determinar las condiciones dptimas para la produccion de biomasa y proteasas
caseinoliticas de N, drasiliensis HUJEG-1 a nivel matraz

3.- Produccion de biomasa de Nocardia brasiliensis HUJEG-1 a escala piloto para la
obtencion de proteasas caseinoliticas.



2. MATERIAL Y METODOS

2.1. ORIGEN DE LOUS REACTIVOS

Los reactivos utilizadas en el presente trabajo fueron adquiridos en las casas
comerciales: Arancia Ingredientes Especiales ( Arancia S.A. de C.V., Monterrey, Nuevo
Ledn), Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Richmond CA. Suecia), Difco (Difco Laboratories,
Detroit MI. EUA), Merck (Merck México S.A)), Monterrey (Productos Quimicos

Monterrey S.A.) y Sigma (Sigma Chemical Co. St Louis Mo, EUA).
2.2. MATERIAL BIOLOGICQO

La cepa N. é&rasiliensis HUJEG-1, se aislé de un paciente con micetoma dorsal en
el Hospital Universitario José Eleuterio Gonzilez de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leén. Fue identificada por pruel;:as bioquimicas por Manuel Rodriguez Quintanilla y
confirmada por June Brown en el Centro de Enfermedades Infecciosas en Atanta Ga.,

EUA, registrada por Mario César Salinas Carmona en ¢l ATTC con el No. 700358,
23. MEDIOS DE CULTIVQ

23.1. MEDIO DE CULTIVO PARA EL. MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE

N..brasifiensis HUIEG-1.
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La cepa s¢ conservd en medio sdlido infusién-cerebro-corazén (BHI)
(Difco) mediante resiembras periddicas a temperatura ambiente y en refrigeracién a 4°C

cubierta con una capa de aceite mineral estéril (32,77,78,79,83)

232- DISENO DE MEDIOS DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES
FISICOQUIMICAS PARA PRODUCCION DE N. brasiliensis HUJEG — 1 A NIVEL

MATRAZ.

Se disefiaron diferentes medios de cultivo cuya formulacién se presenta en la Tabla
No. 4, en los cuales se probaron diferentes fuentes de carbono, nitrdgeno y sales minerales.
En los medios de cultivo que presentaron mayor peso seco, se realizaron medificaciones
en la fuente de nitrégeno, debido a que los medios que contenian harina de soya y levadura
entera, resultaron parcialmente insolubles, dando rendimientos mayores, se probaron
diferentes métodos fisicos (hidrdlisis, decantacion, filwacion, centrifugacion, hidrolizado
y centrifugado) en los medios de cultivo No. 4 y 6, la ruptura de la célula Sucharomyces
cerevisiae se realizd por calentamiento, congelacion, descongelacion y filtracion del medio
de cultivo No. 5, a ¢stos medios se les denomind medios modificados, se seleccioné el
medio de cultivo que presenté mayores valores en peso seco, contenido de proteinas totales,
actividad caseinolitica, mayor solubilidad y menor costo de operacion y produccion, se

probaron diferentes presentaciones comerciales de la fuente de nitrégeno que presentaran

mayor solubilidad y menor costo.



Composicion de los medios de cultivo parala produccion de
N, brasiliensis HUJEG-1

Tabla No. 4
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Componente
L

M-I

M-2

M-3

M- 4

M-5

M-6

Glicerol

10.0

30.0

Glucosa

5.0

15.0

20.0

300

Almiddéo

10.0

"} Harina de soya

10.

30.0

Proteosa peptona

10.0

Infusitn de corazén

50

Infusion de cercbro

[2.5

Peptona de carue

200

Levadura entera

3.0

Asparagina

5.0

Hidrolizado de caselna

2.0

Extracto de levadura

1.0

Acido citrico

1.5

Caseina

03

NaCl

5.0

2.0

5.0

Na,HP(,

25

2.0

MgSO,. 7H,0

a.5

Q.

K,80,.7H,0

0.5

K504

CaCO;

Q.02

1.0

1.0

1.0

pH

74

7.2

7.0

7.0

7.0

7.0

Aquel medio de cultivo gue presentd mayores rendimientos a menor costo de
operacion y produccion a 37°C y 200 r.p.m. y se determiné el rendimiento bajo diferentes
condiciones de agitacion y temperatura: 150 r.p.m. y 250 r.p.m. ambas a 30°C y 37°C,
Estas condiciones se determinaron a nivel matraz por quintuplicado, se seleccionaron las

condiciones que presentaron mayor produccién de biomasa del microorganismo para ser

transferidas a la produccion a nivel fermentador .
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Se utilizd ¢l medio de cultivo denominado Na. SC- 4, el cual esta constituido de
glucosa 4%, peptona de coldgena 4%, extracto de levadura 0.5%, cloruro de sodio 0.5%,
carbanato de calcio 0.01% ajustados a pH 7.0 y se eligieron aquellas condiciones que

presentaron mayor remdimiento.

24. ESTERILIZACION.

24.1 LA ESTERILIZACION DE LOS MEDIQS DE CULTIVQ A NIVEL MATRAZ,

ACIDOS, BASES Y ANTIESPUMANTE.

Se realizo por calor hiuuedo a temperatura de 121 °C y una presion de 15 [b/pulg?,
durante un periodo de 15 min. Los medios que contienen glucosa, se solubilizaron en agua
y la solucion fue esterilizada por filtracion con filtros de membrana de poro 0.2 pm,
también se utilizé calor himedo a las mismas condiciones de presidn y temperatura por 10
min a nivel fermentador se utilizo calor himeda a las mismas condiciones de presidn y

temperatura (52,72,73,87).
2.42. MATERIAL DE VIDRIO Y FILTROS DE AIRE.
Este se esterilizo por calor seco a 180 °C por 2h (52,72,73).

2.4.3. AIRE.
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Se esterilizé por filtracion, se hizo pasar el aire por filtros empacados con fibra de
vidrio © lana mineral a presion, hasta lograr una velocidad de flgjo de 1.0 VVM y con

filtros de membrana de poro 0.2 pm {52,72,73).

2.5. PREPARACION DE INOCULO O SEMILLA DE N. brasiliensis HUJEG-1.

2.5.1. PREPARACION DE INOCULO A NIVEL MATRAZ.

A partir de cultivos de N. brasiliensis en placa en BHI (infusion cerebro-corazon)
se transfirid una asada de biomasa a matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 mL
de caldo BHI se mantuvo en una incubadora con agitacién giratoria a 200 r.p.m. durante
48 h a 37°C (New Brunswick Scientific Co. Inc. ), los cultivos se colocaron en tubas
conicos de 50 mL y se centrifugaron a 166 x g durante 10 min en una centrifuga Beckman
TJ-6 (Beckman Instruments) ; la biomasa se lavo con solucidn salina 0.85% (p/v) y se
centrifugé a 166 x g durante 10 min por 2 veces , la biomasa fue transferida a un
homogenizador Potter-Elevehem, la suspension unicelular bacteriana fue utilizada como

inoculo de los diferentes medios de cultive en estudio (a mvel matraz.). -
2.52. PREPARACION DE INOCULOQ A NIVEL FERMENTADOR.
De la suspension obtenida en el punto anterior se inocularon matraces conteniendo

80 mL del medio de cultivo seleccionado para la produccion a nivel fermentador , para

abtener 10 % v/v del volumen de trabajo del fermentador 8 L, se incubé a 30°C a 250 r.p.m.



35

rp.m. durante 72 h (fase Log), el cual es utilizado como indculo para el fermentador
(Figura No. 4) (38,73,91)

Medio de propagacidn

Fermentador

Medio de produccion

Figura No. 4 Escalamiento de la obtenci6n de inéculo para la produccion de biomasa de
N. brasiliensis HUJEG-1

26. OBTENCION DE LA BIOMASA A NIVEL MATRAZ DE Nocardia brasiliensis

2.6.1. BIOMASA A NIVEL MATRAZ.

Se inocularon 5 matraces Erlenmeyer conteniendo 50 mL con los diferentes medios
de cultivo en estudio cuya composicién se muestra en la Tabla No. 8, con 0.2 mL del
in6culo previamente preparado (6 X 107 UFC 0.02 g peso seco), se incubd con agitacion a

200 r.p.m. y 37°C durante un periodo de 6 dias (New Brunswick Scientific Co. Inc.)
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Recuperacidn de la biomasa a nivel mairaz, terminado el pmceso de fermentacion
fue necesario separar la biomasa del medio de cultivo y productos celulares para la
purificacién del producto deseado. Los contenidos de los matraces fueron transferidos a
tubos cénicos de 50 mL y se centrifugaron a 166 x g durante 30 min en una centrifuga
Beckman TJ-6 (Beckman Instruments); la biomasa se lavd con solucién salina 0.85%
(p/v) y se centrifugd a 166 x g durante 30 min, de cada uno de los cultivos se determind

peso seco.
2.7, CINETICA DE CRECIMIENTO A NIVEL MATRAZ

2.7.1, CINETICA EN EL MEDIO DE CULTIVO SELECCIONADO.

En el punto anterior para la produccién de biomasa de N. brasiliensis. Se tomaran
muestras cada 12 h (las primeras 48 h), y cada 8 h posteriormente ( 56 — 144 h), se realizd
el praceso durante 6 dias. Estas muestras fueron congeladas y se realizaron las siguientes
determinaciones: Az(cares reductores, peso seco, contenido de proteinas totales, actividad
de proteasa (caseinolitica) y pH. Estos pardmetros nos permiticron determinar el
coeficiente de rendimiento, tiempo de gemeracién y velocidad de crecimiento para la

fermentacion (4,16,56,86)

2.7.2. PESO HUMEDO.

De la cosecha celular que se obtuvo en la fermentacion a nivel matraz, se

depositaron los 50 mL del cultivo en tubos cémicos previamente tarados y marcados, se
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centrifugamn. 4166 x g por 30 min. El sobrenadante se transfiri¢ a tubos comicos y se
conservaron en congelacién, la biomasa se lavé  con agua destilada y se centrifugd a 166
x g por 30 min se decantd hasta eliminar todo el sobrenadante y se peso en una balanza
analitica con sensibilidad de 0.1 mg (Sartorius Mod. 2842 ), se determind la diferencia en

peso de los tubos, obteniendo el peso hiimedo celular por litro de medio de cultivo (73 ).

2.73. PESO SECO.

De la cosecha celular que se obtuvo en la fermentacion a nivel matraz en ¢l punto
anterior, los tubos  se llevaron a una estufa de secado a 105°C a peso constante, se
colocaron los tubos en un desecador para que sc enfriaran y finalmente se pesaron en
una balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg (Sartorius Mod. 2842 ), se determiné la
diferencia en peso de los tubos, obteniendo el peso seco celular por litro de medio de

cultiva. (35.73).

27.4. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.

De las muestras tomadas durante el transcurso de la fermentacion que se
almacenaron a — 4°C, las cuales fueron descongeladas posteriormente, se determinaron
los azucares reductores por el método DNS (32,90). Primeramente se realiz6 una curva de
calibracion con una solucidon estandar de glucosa (10 pM). Las soluciones patrén se

prepararon a una concentraciénde 1,2, 3,4, 5,6, 7,8 y 9 uM.
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Contenido de azicares reductores. Se realizaron las siguientes diluciones de
las muestras 1:10, 1:20, 1:50 y 1:100, a cada dilucidn se le adicioné 1mlL del reactivo 3, 5
DNS, se llevé a ebullicion por 5 min e inmediatamente después se pasaron a bafio de agua —
hielo, posteriormente se adicionaron 2 ml de agua fria y se agitd y se tomaron lecturas a

540 nn.
2.75. pH.

A las muestras de las cuales se separd la biomasa se les determiné el pH con un

potenciémetro, previamente calibrado (Beckman OHMS 50 pH meter).

2.7.6. VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO (u) Y TIEMPO DE

DUPLICACION (td).

El tiempo de duplicacion (td) s obtiene de¢ dos puntas en la cinética de crecimiento
(n) donde [a biomasa se duplica, con estos datos se¢ obtiene la velocidad de crecimiento a

partir de la siguiente formula:

28. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE RENDIMIENTQ CELULAR.

Los coeficientes de rendimiento celular en base al substrate (Yx/s) fueron
determinados por la relacién de la biomasa celular y el consumo de aziicares reductores.

(73)



Y = X-X,

5,-5

Yx/s = Coeficiente de rendimiento en basc a substrato (g células secas/g substrato)
X = Concentracion final de biomasa celular (g/L)

Xo = Concentracion inicial de biomasa celular (g/L)
So

S

It

Concentracion inicial de azticares reductores (g/L)

Concentracion final de azticares reductores (g/L)

2.9. OBTENCION DEL EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis HUJEG-1

BIOMASA

{

Deslipidizar
{eter gtilico-etanol 1:1, 1:2, 1:3)

|

Ruptura celular
(resuspender Tris-HC(, Mg {QAc)2

-

Cantrifugar ]

|
| |

Eliminar residuos celularﬁ, Sohrenadante

Dializar
——

J | |
L Proteinas totales Liofilizar (E. crudo de N.b) Actividad caseinoiftica

[

SDS-PAGE (con gradiente)

Figura Na. 5 Obtencidn del extracto celuiar de N brasiliensis HUJEG-1
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29.1. ELIMINACION DE LIPIDOS DE LA CELULA BACTERIANA DE N

brasiliensis HUJEG -1

La biomasa humeda se transfirié a un vaso de precipitado de 100 ml, para eliminar
los lipidos; se le adiciond un volumen de aprox. 15 mL de una solucién de alcohol etilico -
éter etilico (1:1) y cubrieron con papel aluminio para evitar pérdida por evaporacion, se
mantuvo en agitaciéon por 10 min en la campana de extraccién, posteriormente se retird
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta seraldgica, se repite el proceso anterior
hasta que la biomasa pierde la coloracion amarilla , se repite el proceso con una solucidon
de alcohol etilico - éter etilico (1 :2) por dos veces y una siguiente extraccién con una
solucidn de alcohol etilico - éter etilico (1:3) por una sola ocasion; el material
deslipidizado se dejo en la campana de extraccion duramte toda la noche hasta evaporar

tado el solvente de la extraccion.

292 RUPTURA CELULAR DE:

2.921. CORTE SOLIDO.

Se coloco €l material deslipidizado y seco de cada medio estudiado en un mortero
con una porcion igual de perlas de vidrio de | — 2 mm y se triturd durante un periodo de 20
min, la mezcla se transfirid a un vaso precipitado de 100 mL y se le adiciond 15 - 20 mL
de amortiguador de extraccién Tris-HCl 0.01M, pH 7.4, éste fue colocado en un agitador
magnético a 4°C durante 18 h (Stir Plate Sybron /Termolyne Nuova U); después de este

periodo de extraccién la mezcla se colocd en un tubo cdnico de 50 mL y se centrifugd a 600
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29.1. ELIMINACION DE LIPIDOS DE LA CELULA BACTERIANA DE N

brasiliensis HUJEG -1

I.a biomasa hiimeda se transfirié a un vaso de precipitado de 100 ml. para eliminar
los lipidos; se le adiciond un volumen de aprox. 15 mL de una solucién de alcohol etilico -
éter etilico (1:1) y cubrieron con papel aluminio para evitar pérdida por evaporacion, se
mantuvo en agitacion por 10 min en la campana de extraccidn, posteriormente se retird
cuidadosamente el sobrenadante con una pipeta seroldgica, se repite el proceso anterior
hasta que la biomasa pierde la coloracion amarilla , se repite el proceso ¢on una solucién
de alcohol etilico - éter etilico (1 :2) por dos veces y una siguiente extraccion con una
solucion de alcohol etilico - éter etilico (1:3) por una sola ocasiéon; el material
deslipidizado se dejé en la campana de extraccion durante toda la noche hasta evaporar

todo el solvente de la extraccion.

2.9.2 RUPTURA CELULAR DE:

2.92.1. CORTE SOLIDO.

Se colocd el material deslipidizado y seco de cada medio estudiado en un moriero
con una porcidn igual de perlas de vidrio de 1 —2 mm y se trituré durante un peniodo de 20
min, la mezcla se transfirié a un vaso precipitado de 100 mL y se le adiciond 15 - 20 mL
de amortiguador de extraccién Tris-HCl 0.01M, pH 7.4, éste fue colocado en un agitador
magnético a 4°C durante 18 h (Stir Plate Sybron /Termolyne Nuova II); después de este

periodo de extraccion la mezcla se coloco en un tubo cénico de 50 mL y se centrifugé a 600
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x g durante 30 min para empaquetar las perlas de vidrio y ¢l material celular, el
sobrenadante se separ$ y se realizd otra centrifugacién a 1 600 x g durante 90 min , el

sobrenadante se hizo pasar a través de un filtro Millipore de 0.22 um de didmetro de poro.
29.2.1. CORTE LIQUIDO

Se colocd ¢l matenal deslipidizado y seco de cada medio estudiado (por
quintuplicade) en un vial de poliestireno y se adicionaron 15 - 20 mL de solucién
amortiguadora Tris 0.01M, pH 7.4 con acetato de magnesio tetrahidratado 0.01M en una
proporcion de 10% (p/v), esta se colocd en bafio de hiclo. La suspension se somico en un
Aparato Biosonik Modelo 250/450 Sonifer (Bronwill Scientific, Rochester, N.Y.) en 6
intervalos de 5 min, a una intensidad de la punta de titanio de 60%, posteriormente la
suspension se colocd en un tubo cénico de 50 mL y se centrifugd a 1 600 x g durante 90
min , para separar el material celular, el sobrenadante se separ(; y se hizo pasar a través de

un filtro Millipore de 0.22 ym de diametro de poro.

La solucion obtenida por ambos métodos se separd en alicuotas y se determing el
contenido de proteinas totales y la actividad caseinolitica de cada extracto, al que presenté
mayor contenido de proteinas totales y mayor actividad caseinolitica se le corrid una
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con dodecil-sulfato
de sodio (SDS), para comparar €l patrén de proteinas obtenidas en el medio de cultivo de

referencia (BHI) y el medio de cultivo en estudio que es el 5C-4.

2.10. DETERMINACION DE PROTEINAS. METODO DE BRADFORD
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2.10.1. CURVA DE CALIBRACION DE PROTEINAS .

Se utilizd una solucidn estindar de albiimina sérica bovina (1 mg/mlL). Las

soluciones patrén se prepararon a una concentracion de 2, 6, 10, 14 y 18 pg/mL.

2.10.2. CONTENIDQ DE PROTEINAS.

De los extractos obtenidos, primeramente se realizé dilucion de las muestras a
concentraciones adecuadas ( 0.25 mL), se adicioné 0.25 mL del reactivo de Bradford ( 6
mg de azul de Coomassie G-250 en 100 ml de dcido perclorico al 3% v/v en agua
destilada) se incub¢ a temperanmra ambiente y se midio su absorbancia a 595 nm en un

Espectrofatémetro DU-6 (Beckman Instruments) (13,15,69)

2.11. ANALISIS DEL EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis HUJIEG — 1

2111 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES (SDS -PAGE).

Para el estudio de las proteinas presentes, se utilizd el sistema discontinuo de Laemmli
con un gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C (2) y geles de corrimiento en gradiente
10 - 18% T, 2.7% C (1). El gel se prepard en un Sistema de Electroforesis Mini-Protean 11
(BIO-RAD) y una bomba peristiltica Microperpex 2132 (LKB). Primero se colocd el gel

de corrimiento, sc le adiciond agua destilada sobre la superficie para formar una interfase,



43

se sech con‘papel filtro y se colocé un peine de teflon c¢on los carriles deseados y se
agrego el gel de empaquetamiento, se dejo polimerizar durante una hora, posteriormente se
sacd el peine y se lavaron los pozos con agua destilada, se colocod en la cimara de
corrimiento ¢l amortiguador (Tris-HCl 125 mM, glicina 192 mM, SDS al 0.1% p/v). El
gel se precorrié a 50 V por 20 min con una fuenta de poder modelo 1 000 /500 (BIO-RAD),
las muestras fueron previamente tratadas con amortiguador de muestra 4X Tris-HCl 125
mM pH 6.8, SDS 10% p/v, sacarosa al 50% p/v, con azul de bromofenol como indicador de
frente de corrida), se llevaron a cbullicién durante 2 min ; posteriormente las muestras se
aplicaron en los carriles previamente marcados con el peine de teflén. Se comrid * la
elec&ofgesis a 80 V hasta que el frente de corrida alcanzd el gel de cornmiento,
incrementando el voltaje a 150 V hasta que el indicador llegue a la parte inferior del gel

(37.61,98)

2.11.2. TINCION DE COOMASSIE

Terminada la electroforesis, se desensamblaron las placas de vidrio, se despego el
gel y se colocd durante 30 min en solucion azul de Coomassie (azul de Coomassie R-250
0.1% p/v en solucion destefiidora ( metanol 40% y acido acético 10% v/v en agua
destilada), posteriormente ¢l gel fue destefiido durante 1 - 3 h con solucidn destefiidora. Se
secd y se analizaron las bandas obtenidas comparando can los patrones de proteinas de

masa molecular conocida, estos fueron corridas bajo las mismas condiciones, { 77)

2.11.3. TINCION CON NITRATO DE PLATA



Terminada la electroforesis, se desensamblaron las placas de vidrio, se despegd gel
y se colocod durante 20 min en una solucién fijadora (metanol 50% y acido acético 12%
v/v en agua destilada ) , posteriormente sc lavd 3 veces con solucién de lavado ( etanol 10%
y dcido acético 5% v/v en agua destilada ) y se colocd durante 5 minutos con una solucidn
oxidante ( dicromato de potasio 3.4 mM, é4cido nitrico 3.22 mM) con agitacidn suave, se
lavé 3 veces con agua destilada durante 10 min ; posteniormente ¢l gel se colocd durante 5
min a la luz intensa y 25 min a la luz normal en una solucién de nitrato de plata 12 mM
Las bandas se visualizaron con sclucion reveladora (carbonato de sodio 0.28M y
formaldehido al 0.055 v/v}), se detuvo la reaccidn con dcido acético al 1% se secd y se
analizaron las bandas obtenidas comparando con los patrones de proteinas de masa

malecular conocida, estos fueron corridas bajo las mismas condiciones. (55,61 )
2.11.4, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE PROTEASAS

2.11.4.1. TECNICA DE Mc¢ LAUGHLIN Y FAUBERT

Se colocaron 50 pl del extracto celular crudo con 50 pl de amortiguador Tris-HClL
0.1 M, CaCl; 0.01 M, pH 7.4 y se llev6 a 37°C con agitacién por unos min, posteriormente
se¢ adicionaron 100 yl de caseina al 1% de la solucion amortiguadora (Merck), se incubd la
mezcla a 37°C por 20 min , posteriormente se afiadieron 250 i de TCA al 10% (dcido
tricloroacético) y se incubb por 10 min a temperatura ambiente, para precipitar aquellas

proteinas que no fueron hidrolizadas enzimdticamente; después se cenirifugé a 166 x g
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durante 10 min en un centrifuga Beckman TJ-6 (Beckman Instruments), del sobrenadante
se tomaron 100 pl y se pusicron en contacto con 900 ! de NaOH 0.05 N. y se realizd la
lectura & 280 nm en un Espectrofotometro DU-6 (Beckman Instruments), se midi6 la
absorbancia con un blanco de reactivos y se corrid un control positivo de actividad
caseinolitica , s¢ utilizd tripsina al 0.2% (1010 unidades BAEE, Difco) (I Unidad
BAEE = AA 257 de 0.00] unidades de absorbancia por min en 3.2 mL a pH 7.6 y 25°C )

(1,7,27,31,34,41,47,71,77)

2.11.4.2. TECNICA DE MONTVILLE.

Se prepararon cajas petri con 20 ml de una suspension de 1% de caseina.
Previamente hidrolizada en hidréxido de sodio (0.02N), 1% de gelatina y 1.5% de agar-agar
ajustando el pH a 7.0 (HCl I N ), se dejo solidificar y se dividié la caja en cuatro partes,
en ¢l centro de cada cuadrante se hizo una horadacién con una pipeta Pasteur estéril. En el
orificio se colocaron 100 pl del extracto crudo, se incubé a 30°C por 3,7y 24h y se
midié el halo de hidrolisis. E] agar en las placas es opaco, al estar presente las proteasas
caseinoliticas se hidrolizan las proteinas en el medio de cultivo, formando un hala claro

alrededor del orificio, se mide el halo de hidrélisis en cm (70).

2.12. PARAMETROS DE IMPORTANCIA ECONOMICA EN LA FERMENTACION .

2.12.1. CONCENTRACION DE OXIGENO DISUELTO.
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Se utiliz6 un electrodo tipo Johonson Borkowsky, construido a base de plomo y
plata, se calibré mediante la determinacién del cero electrénico y el 100 % mediante la
aereacién y agitaciéon del medio de cultivo, esta determinacién nos permite conocer
laactividad de oxigeno y el porcentaje de saturacion del gas en el media de cultivo del

fermentador para cumplir la demanda biologica de oxigeno. ( 5,25,40,60,65)
2.12.2. MEDICION DEL CONSUMOQ DE ENERGIA DE MEZCLADO.

Consumo de energia en amperes o watts, haciendo uso de un multimetro en las
terminales del motor. Se comigen pérdidas eléctricas y mecanicas en el motor, en la

terminacidn de los sellos del reactor. (6,66,94)
2.12.3. MEDICION DE TIEMPO DE MEZCLADO.

Se usé un volumen de 6 L de una solucién alcalina a base de NaOH 0.1 N, la cual
fue colocada en el recipiente del fermentador bajo las condiciones de mezclado
seleccionadas, se adicié fenolftaleina al 1%, se determiné el tiempo aparicién del color
rosa. El tiempo en segundos necesario para ¢] viraje se toma como tiempo de mezclado

(60,73).

2.12.4. DETERMINACION DE LA DEMANDA BIOLOGICA DE OX{GENO ( Na).
Esta se realizé en la fase exponencial de crecimiento (Método Humphrey, 1967), en

esta etapa se elimind la acreacion y pricticamente la agitacion, en este momento la
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concentracion de oxigeno disuelto es consumido por las células presentes y nos indica el

requerimiento de oxigeno expresado como N. eng O,/ LMCxh
2.12.5. DETERMINACION DE COEFICIENTE DE RESPIRACION (QO).

Este parimetro se obtiene a partit de la relacién entre la demanda biolégica de

oxigeno ( Na) y la cantidad de células secas presentes por litro de medio de cultivo.
2.12.6. COEFICIENTE VOLUMETRICO DE TRANSFERENCIA DE OXIGENO (KLa)

Este pardmetro se obtuvo a partir de la relacion de la demanda bioldgica de
oxigeno ( Na) y el gradiente de concentracion de oxigeno { C*g — C ) que imperd durante la
determinacion con la presencia de células, obteniendo un coeficiente volumétrico de

transferencia de oxigeno KiLa =17,

2.13. FERMENTACION

2.13.1. OBTENCION DE BIOMASA A NIVEL PLANTA PILOTO.

Se utilizd un fermentador como el que muestra la Figura No. 8, marca New
Brunswick Scientific Co. Inc. Modelo MF-114 de 14 L de capacidad, equipado con sistema
de medicién y control de: pH, temperatura, oxigeno disuelto, aereacidn y velocidad de

agitacion. Las caracteristicas de construccidn del fermentador son Tipo de 1mpulsor:
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Turbina tipo Rushton (dos), con 6 Paletas ; Altura promedio del llquidoIZS cm ; Diametro

del Tanque 30 cm (26,43,60,63,73,82).

Filiro de sire

e s .o
FEiro te salkia oe aire
Cortrol de espues
Recparie do snliespurverta
Panel de contrd de boraba
Borsba P A
Baton de encencldo
Calefacon

10 Transmisiin

11 Conbral ds denperehura

12 Aglaciin

13 Contra de eririawierto

14 Tacometro

15 Registrador de demperaiirs
15 Pane de cantrolinferir

17 Reg. de presion de sire
18 Manometro

19 Medidgr de Puip

20 Recipierte de 14 L

21 Saporte de reciente

12 Abraraderas de recipieme
23 Linea de sgua

W @ e Ty Ao Ll =k

Figura No. 8 Controles del fermentador Modelo M19-1410 New Brunswick Scientific.

Se selecciono el medio que proporciond mayor coeficiente de rendimiento y mayor
produccion de proteasas a nivel matraz, fue el medio denominado 5C- 4, Con este medio
se realizd escalamiento a un microfermentador de 14 L de capacidad {New Bruswick

Scientific Co.) con un volumen de trabajo de 2 - 11 L. Se coloco en el vaso de
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fermentacién 8.0 L del medio de cultivo, se esterilizoé 121°a 15 Ib/in’ por un periodo de 15
min, se colocaron las mangueras y el filtro de aire previamente esterilizados en la tapa del
fermentador. Antes de iniciar la etapa de fermentacion se conecté el potenciémetro
ajustandolo con solucion buffer de pH conocido, se dejé estabilizar por 10 min, el
registrador de temperatura se ajustd a cero con el termopar, se colocd el electrodo de
oxigeno en la cavidad correspondiente en la tapa del fermentador ajustando a cero con el

sistema galvanico.

2.13.2. CONDICIONES DE OPERACION DE LA FERMENTACION.

Las condiciones de operacion fueron: Velocidad de agitacién 250 r.p.m, aereacion
1 VVM, pH 7.0 + 0.3 y temperatura 30°C, Antes de dar inicio al proceso se tomé una
muestra para medir los parametros iniciales. Establecidas las condiciones de operacion del
fermentador, se adicioné antiespumante y posteriormente se adicioné el inoculo (5-10%
v/v.), se tomo una muestra al inicio del proceso y se realizd muestreo del proceso de
fermentacion cada 12 h (las primeras 48 h ) y cada 8 h posteriormente (72 - 96 h ), estas

muestras fueron almacenadas a — 4°C.

2.13.3. CINETICA DE CRECIMIENTO DE N. brasiliensis HUJEG A NIVEL

FERMENTADOR.

Durante el proceso se registré el consumo de oxigeno y pH y se tomaron muestras
del medio de la fermentacion y se conservaron en congelaciéon. Las muestras que se

tomaron durante el transcurso de la fermentacidn, fueron descongeladas y centrifugadas a
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166 X g por 30 min y se realizaron las siguientes determinaciones: Az(icares reductares,
peso seco, contenido de proteinas totales, actividad caseinolitica, pH y coeficiente de
rendimiento, estos parfimetros nos permitieron determiinar el coeficiente de rendimiento,

tiempo de generacion y velocidad de crecimiento para N, brasiliensis HUJEG-1.

2.13.4. RECUPERACION DE BIOMASA DEL FERMENTADOR

La biomasa del fermentador se dejo reposar para que sedimentara a 4°C y

posteriormente separarla por filtracion.
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3. RESULTADGOS

3.1. SELECCION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA OBTENCION DE
PESO SECO, PROTEINAS TOTALES Y ACTIVIDAD CASEINOLITICA A

NIVEL MATRAZ.

En la Tabla No. § se muestran los resultados obtenidos de estos pardmetros en los
diferentes medios de cultive a nivel matraz, los valores de peso seco de los medios 4,
3, y 6 fueron los més altos, €l resultado se ve afectado por los componentes insolubles
de la harina de soya en los medios 4 y 6 y la levadura entera en el medio 5. Se
eliminaron los constituyentes insolubles por diferentes métodos fisicos (decantacion,
filtracién, centrifugacién, extraccion con calor y agitacidn, y postenior
centrifugacion), en la Tabla No. 6 y Figura No. 7 solo se muestran los resultados
obtenidos por ¢l meétodo de centrifugacion, elegido por mayor facilidad para
realizarlo, ya que la diferencia no fue significativa entre los valores para los
diferentes métodos. Para los datos anteriores se realizd un andlisis estadistico que
consistié en: 1) Kolmogorov-Smimov para determinar la distribucion de los datos. 2)
Kruskal — Wallis ANOVA (un factor) no paramétrica , para k muestras
independientes y 3) ANOVA (un factor) para determinar cual ¢s el grupa diferente.
Se encontrd que no existe diferencia significativa entre los datos del mismo grupo.

No hay diferencia significativa entre los datos de los medios No. 1, 2, y 3 y si existe
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diferencia significativa entre los datos de los medios No. 4, 5 y 6 respecto al No. 1
(testigo).

M-5
Medios de cultivo

Figura No. 7 Pardmetros en la produccion de N. brasiliensis HUIEG-1en los diferentes
medios de cultivo, utilizando solamente los componentes hidrosolubles.



Tabla No. 5

Pardmetros en la produccion de N. brasiliensis HUJEG - 1
en diferentes medios de cultivo a 37°C / 200 r.p.m..
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Medio de cultivo Peso seco Proteinas totales ™
gL __ug/mi
M-1 4.50 124.67
M-2 3.19 67.25
M-3 49 137.40
M-4 11.8 291,53
M-5 12.58 297.53
M-6 35.2 272.22
B Bradford,
Tabla No. 6

Parametros en la produccidn de N. brasiliensis HUJEG - 1 en los

diferentes medios de cultivo, utilizando solamente los componentes hidrosolubles.

Medio Proteinas Actividad Halo de hidrolisis de
de Peso seco Totales B Caseinolitica ¥ caseina ™
cultivo gL pg/mL UA cm
M-1 4.45 124.67 98 1.0
M-4 8.25 255 536 2.3
M-6 6.75 1192 301 15
M-5 10.28 413 420 2.0

B Bradford MF Mc¢ Laughlin y Faubert M Montville

3.2. PRODUCCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES DE N. brasiliensis

HUIJEG-1

Esta se determiné en los diferentes medios de cultivo, a excepcion del No. 2, el

cual fue eliminado por bajo rendimiento y alto costo. En la Tabla No. 7 y Figura

No. 8 se muestran los resultados obtenidos de actividad caseinolitica; en ¢l medio

de cultivo No. 4, presento actividad desde las 48 h vy el mayor halo de hidrélisis a

partir de las 96 h.
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Tabla No. 7

Produccion de enzimas caseinoliticas extracelulares de V.

brasiliensis HUJEG - | en diferente medio de cultivo

34

Medio de Tiempo
cultivo
48 h 96 h 120 h 148 h

M-1 Negativo Negativo Negativo Negativo
M-3 Negativo +/- +/- +/-
M-4 + + +++ o ot ++ +
M-5 Negativo Negativo Negativo Negativo
M-6 + + -+ +

+/- 0.5 cm + l0cm ++15cm +++20cm

Figura No. 8 Hidroélisis de los extractos de N. brasiliensis HUJEG-1 en los medios de
cultivo No. 1, 4,5y6.
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33. ° EFECTO DE DIFERENTES FUENTES DE NITROGENO EN LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE N. brasiliensis HUTEG-1.

El hidrolizado de harina de soya del medio de cultivo No. 4 presento las siguientes
desventajas:  alto costo y baja solubilidad que ocasiono el incremento del nimerc de
pasos en el proceso, por tal motivo en el medio de cultivo No. 5 se  probaron
diferentes fuentes de mtrdgeno cuya composicidn se¢ muestra en la Tabla No. 10 En la
Tabla No. 11 se muestran los resultados obtenuidos con diferentes fuentes de nitrdgeno,
donde la peptona de colagena presentd mayor contenido de proteinas totales, por lo tal
mative se probaron diferentes proporciones de peptona de coldgena, 1a compasicion se
muestra en la Tabla No. 12 y los resultados s¢ presentan en la Tabla No. [3 yen la

Figura No. 11. El medio de cultivo SC -4 presentd mayor biomasa.

Tabla No. 8
Composicion del medio de cultivo No. 5 con diferente  fuente
de nitrogeno.
Cowmponente A B C
L
Glucosa 30.0 300 300
Peptona de carne 7.0
Hidrolizado de gelatina 200
Peptopa de col4gena 10.0
Extracto de levadura 50 50 50
NaCl 5.0 5.4 3.0
CaCO, 0.1 0.1 0.1
nH 7.0 7.0 7.0




Tabla No. 9

Parametros determinados en el medio de cultivo No. 5 con diferente

fuente de mitrdgena.

Medio de cultiva Peso seco Proteinas Totales ®
g/L pe /il
A (P. carne) 12,46 116,36
B (H. gelatina) 7.18 142.98
C (P, coldgena) 10.52 129.50

B Bradford
Tabla No. 10

Modificacidn en la proporcion de peptona de coldgeno

en el medio de cultivo No -5C.

Companente
gL C-1 C-2 C-3 C-4
Glucosa 360 30.0 300 400
Peptana de colagena 10.0 20.0 30.0 40.0
Extracto de levadura 5.0 5.0 5.0 50
NaCi 5.0 5.0 5.0 5.0
CaCQ, 0.1 0.1 0.1 0.1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0
Tabla No. 11
Pardmetros determinados cn el medio de cultivo No. 5
con diferente proporcion de peptona de coldgena.
Peso seco Peso himedo Proteinas Totales
Medio L gL p/ml
5C-1 9.04 19.0 129
sC 2 10.34 22.5 252
5C-13 1347 25.0 292
SC-4 20.35 37.0 493
B Bradford
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Proteinas totales en ug/mL x 10

Peso humedog/L

Peso seco g/L

5C -3
5C -4

% peptona de colagena

Figura No. 9 Parametros en la produccion de biomasa de N. brasiliensis HUJEG-1 en
el medio de cultivo No. § a diferentes proporciones de peptona de coldgena.

3.4. EFECTO DE LA RELACION C-N EN LA PRODUCCION DE BIOMASA

DE N. brasiliensis HUJEG-1.

En la Tabla No. 12 y Figura No. 10 se muestran los resultados obtenidos en las

diferentes proporciones de la fuente de nitrogeno (N) (peptona de colagena) vy la
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relacion porcentual de la fuente de carbono (C) (glucosa) en el medio de cultivo No.

5. La éptima relaciéon C - N fue 4 - 4.

Peso seco (g/ L)

2a3 3a2 3a3 3a4 4a3 dad S5a4
Relcion C - N (%)
Figura No. 10 Biomasa de N. brasiliensis HUIEG-1 con diferentes proporciones

de las fuentes de carbono y nitrégeno.

Tabla No. 12

Parametros en la relacion porcentual C-N en el medio de cultivo 5 C en
la produccion de biomasa de N. brasiliensis HUJEG -1

Relacién Peso seco Glucosa
C—-N E;'L gL
2-2 9.83 0.33
2-3 11.27 0.51
3-2 12.19 0.98
3=-3 14.46 0.68
= 3-4 16.77 0.64
4-3 17.99 0.82
4—4 21.83 2.29
5—-4 20.33 5.30
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3.5. EFECTO DE LAS DIFERENTES SALES EN LA PRODUCCION DE

BIOMASA DE N. brasiliensis HUJEG-1 EN EL MEDIO DE CULTIVO NO. 4.

Debido a la baja solubilidad del carbonato de calcio, se probaron diferentes sales
en el medio de cultivo No. 4 , para observar su efecto amortiguador en la produccion
de biomasa de N. brasiliensis, la composicion se muestra en la Tabla No. 13 y los
resultados en la Tabla No. 14, indican que el CaCOj; es el que favorece a la
produccién de biomasa. A pesar de su baja solubilidad se conservé en la composicion

de los medios de cultivo, por lo antes mencionado,

Tabla No. 13

Modificacién en la composicién del medio de cultivo No. 4

Componente A B C
£/100 ml
Glucosa 2.0 2.0 2.0
Hidrolizado de soya 0.4 0.4 0.4
Extracto de levadura 0.5 0.5 0.5
CaCOs 0.1
Na, HPO, 0.25
NaHCO, 0.1
pH 7.0 7.0 7.0
Tabla No. 14

Pardmetros determinados en la produccion de N. brasiliensis HUJEG - 1
en el medio de cultivo No. 4 con diferentes sales minerales.

Medio Peso seco Proteinas actividad Halo de hidrolisis de
de gL Totales B caseinolitica™* caseina™
cultivo pe/ml UA cm
A(CaCO ;) 8.25 537.66 529.5 2.0
B (Na,HPO ,) 4.84 36720 384.5 1.6
C (NaHCO3) 3.05 117.01 270.5 1.0

B Bradford MF Mc Laughlin y Faubert M Mantville
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3.6. EFECTO DE LA TEMPERATURA Y LA VELOCIDAD DE AGITACION EN

LA PRODUCCION DE BIOMASA DE N. brasiliensis HUJEG-1.

En la Tabla No. IS5 y Figura No. 11 se muestran los resultados obtenidos a

diferentes condiciones de temperatura y agitacién y las condiciones 6ptimas fueron a

30°C y 250 r.p.m.

25

——37" / 250 rpm
15 —&—30°/ 150 rpm

—&— 30° /250 rpm
10

Peso seco ( giL)

0 20 40 50 80 100 120
Tiempo {horas)

Figura No. 11 Biomasa de la produccién de N. brasiliensis HUJEG-1 a diferentes

condiciones en el medio de cultivo a nivel matraz.

Tabla No. 15

Biomasa de N. brasiliensis HUJEG —1 en el medio de cultivo No. 5 C-4
a diferentes condiciones de temperatura y velocidad de agitacion.

Temperatura Velocidad de agitacién Peso seco
°C r.p.m. g/L
37 150 11,83
37 250 12.76
30 150 13.89
30 250 21.37
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3.7. CINETICA DEL PH EN LA PRODUCCION DE BIOMASA DE N. brasiliensis
HUJEG-1.

En la Figura No. 12 se observa que las condiciones de cultivo influyen en el pH
del medio. A 30°C y 250 rp.m. donde se obtuvo la ptima produccién de biomasa; el

pH méximo 8.1 se presentd a las 60 horas.

v —e— 37 150Tpm
—a— 30" f 150 rem
—b— 371250 rpm
—a— 30| 25Crpm

pH

0 20 40 80 89 100 120
Tiempo (horaa)

Figura No. 12 Cinética de pH en la produccion de N. brasiliensis HUJEG-1 a diferentes
condiciones en ¢l medio de cultivo No. 5C —4 a nivel matraz,

3.8. CINETICA DE CRECIMIENTO A N. brasiliensis HUJEG-1 A NIVEL MATRAZ

EN EL MEDIO 5C4.

En la Figura No. 13 se observd un consume minimo de glucosa las primeras 30 h y

desciende exponencialmente hasta las 70 h, después de este periodo el descensa es lento,



@
a las 130 h, ésta permanece en 3.0 g/l.. La biomasa se incrementa [entamente [as
primeras 50 h y exponencialmente de 50 - 120 h, disminuye hasta las 160 h, se obtuvo
un peso seco final de 20.35 g/L. El pH se incrementa de 6.8 a 7.4 de las 20—-40h yel
maximo lo presenta a las 100 h. De la cinética se calculd el tiempo de duplicacién (td)

de 27 h, una velocidad de crecimiento (i) de 0.186 h ™ y un rendimiento celular (Yx/s)

de 0.51 g BM / g de substrato .

T 25
—g— Glycosa

—a— Pesa Seco t&

+ 10

Glucosa (g /L)
o
Peso Seco (g /L)

T A W | e, P T—— | A [ SN S R— N— ]
a f—— e — o} ——rp g

Q 29 <0 8a 8g fog 120 140 16g
Tiempa ( horas)

Figura No. 13 Cinética de crecimiento de N. brasiliensis HUJEG-1 en el medio de
cultivo No. 5C — 4 a nivel matraz.



63

3.9. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR DE LOS COMPONENTES
DEL EXTRACTO CELULAR DE N. brasiliensis HUJIEG-1.

En la Figura No. 14 se muestran los resultados obtenidos de los geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes ( SDS —PAGE) de las proteasas de N.
brasiliensis en los medios de cultivo No. 1 y 5C — 4 y se compararon con marcadores de

peso molecular .

Figura No 14 Electroforesis en gel SDS-PAGE en gradiente 8.75 — 18.0 % de extractos
de N. brasiliensis, carril 1 medio No. 5C- 4, carril 2 medio No. 1, carril 3 marcadores

de masa molecular.
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3.10. PRODUCCION DE BIOMASA DE N. brasiliensis HUJEG-1 A NIVEL

FERMENTADOR

En la Tabla No. 16 y Figura No. 15 se muestran los pardmetros determinados

durante el proceso, la demanda de oxigeno es baja con un valor de 256 mg O/ L x h,

el coeficiente de rendimiento (Yx/y) 0.56 g BM / g Substrato.

Figura No. 15  Obtencién de la biomasa de N. brasiliensis HUJEG-1 en un
fermentador de 14 L. Modelo M 19-1410 NBS.
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Tabla No. 16

Parametros determinados en la produccion de N. brasiliensis HUJEG-1
a nivel fermentador Modelo M19 - 1410 NBS.

Pardmetro Valor obtenido
Coeficiente volumétrico de s3h”
Transferencia de oxigeno  (K)

2243 g/ |
Biomasa en peso seco (X)
Tiempo de duplicacion (td) 13.5h™
Velocidad de crecimiento { ) 0.0513 h™
Demanda de oxigeno (INa) 256 mg O,/ Lx b
Cocficiente de respiracidn ((0;) 0.12 mgO2/g BM xh
Cocficiente de rendimicnto 052g0;/gBMxh
de oxigeno (Yo,)
Rendimiento (Y x,5) 0.56 g BM / g de substrato

3.10.1. CINETICA DE BIOMASA DE N. brasiliensis HUJEG-1 A NIVEL

FERMENTADOR.

Figura No. 16 muestra el comportamiento del proceso. El consumo de
oxigeno fue de un 75 % las primeras 40 h, luego permanece constante las siguientes
20 h y finalmente disminuye. La demanda de glucosa permanece constante las
primeras 10 h, posterionmente hay un consumo continuo hasta las 50 h y a partir de
las 70 h, la concentracion de glucosa permanece constante en 5 g/L.. La biomasa se
incrementa lentamente las primeras 10 h, exponencialmente de las 10 a las S0 h y

finalmente es constante hasta las 90 h. El pH se controloa 7.0 + 0.3.
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Figura No. 16 Cinética de crecimiento de N. brasiliensis HUJEG-1 en el medio de
cultivo No. 5C-4 a nivel fermentador.

3.10.2. CINETICA DE CONSUMO DE OXIGENO EN LA PRODUCCION DE N.
brasiliensis HUJIEG-1

En la Figura No. 17 se observé que el consumo de oxigeno en la produccion de

biomasa, muestra un perfil hiperbolico asintético a la Vmax., con una demanda de

oxigeno de 256 mg O2/ L x h; se presenta 2 Vmax. a las 20 h. En la Figura No. 20

los resultados de la ecuacidén de Michaelis -Menten son transformados
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algebraicamente a los reciprocos de ambos lados de la grafica de la Figura No. 19 ala

ecuacion de Linewaever - Burk.

Vel. Especifica de Consumo
de Oxlgeno
( mgO2/gBM Xh)

0 20 40 80 B0 100
Concentracion de Oxigeno
( % de saturacion )

Figura No. 17 Cinética de consumo de oxigeno de la produccién de N. brasiliensis
HUJEG-1 en el medio de cultivo No. 5C- 4.
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Reciproco de la concentracion de
oxigeno disueito X 10 -2
(% de saturacion)

Figura No. 18 Ecuacién de Lineweaver — Burk sobre la cinética de consumo de
oxigeno en la produccion de biomasa de N. brasiliensis en el medio de cultivo No. 5C-
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3.11 RELACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA DE N. brasiliensis
HUJEG-1 A NIVEL MATRAZ Y FERMENTADCR,

En la Tabla No. 17 se muestra una relacion de la biomasa obtenida a nivel
matraz y nivel fermentador en ¢l medio de cultivo No. 5C -4 y nivel matraz el No. 1
(BHI testigo) los cuales son superiores en el medio No, 5C - 4, al igual que el

contenido de proteinas totales y la actividad caseinolitica a nivel matraz.

Tabla No. 17
Comparacion de los pardmetros en la produccidn de biomasa de

N. brasiliensis HUJEG -1 a nivel matraz y fermentador.

Medio de Peso seco Proteinas wtales Actividad caseinolitica
Cultivo _E_f L g/ ml UA
1 445 1243 98.0
(matraz}
SC4 20.35 342.0 4320
{matraz)
5C4 2243 366.0 5137
(ferruentador)




4. DISCUSION

Las fuentes de carbono que se utilizaron en el presente trabajo fueron: glicerol,
glucosa y almidén y la que proporcioné mayores rendimientos fue la glucosa (Tabla No.
9 y 10, esto concuerda con lo encontrado por Nesbit y cols. (1993), quienes probaron
diferentes fuentes de carbono: glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa, almidon vy citrato, en
el estudio “Influencia de las condiciones de cultivo sobre el crecimiento y actividad
lipolitica en N. asfervides” y encontraron que la glucosa y fructosa dieron mayores
rendimientos en la produccion de biomasa de 4.9 y 5.6 g /L respectivamente (68).
Boeck (1992) también reportd que de las diferentes fuentes de carbono utilizadas:
(glucosa, fructosa, gliceral y glicerol mas glucosa), la glucosa incrementd la cantidad
de biomasa y antibidtico (11). Otros autores utilizaron diversas fuentes de¢ carbono:
dextrinas de papa, almidén soluble, almidon de maiz, glicerol, fructosa y otras, en la
producciéon de un antibitico a partic de N orientalis y obtuvieron mayores
rendimientos en la produccion de antibidtico con dextrinas de papa y almidén soluble,
estos constituyentes al hidrolizarse prdducen glucosa y otros micronutrientes que
favorecen el metabolismo de los microorganismos (11), Rivas y cols. (1988) también
encontraron que la melaza de cafia de azicar que posee micronutrientes, did mejores

resultados camo fuente de carbono que cuando se utilizd glucosa (74)

Boeck (1992 estudio el efecta de varias fuentes de nitrégeno: peptona de came,
hidrolizado de soya, harina de semilla de algodon, harina de cacahuate, harina de carne-

sangre de cerdo, levadura, liquidos de remojo de mailz sobre la biosintesis de un
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antibidtico, los linicos que proparcionaron buenos resultados fueron la peptona, cascina
¢ hidrolizado de soya, se confirma en el citade estudio que los mayores rendimientos
los presenta ¢l hidrolizado de barina de soya y peptona de carne(l1), en auestro trabajo
se eacontraron los mejores resultados cuando se usaron las siguicnotes fuentes de
nitrégeno: hidrolizado de soya, peptona de carne y peptona de coldgena. El hidrolizado
de soya presentd buenos rendimientos pero fue descartado por el contenido de
componentes insolubles, el incremento de procedimientos para sliminarlos y por lo
tamto ¢l coste en la produccion de biomasa, se buscd otra alternativa de la fuente de
nitrogeno, se probaron peptona de carne, hidrolizado de gelatina, peptona de coldgena y
la fuente que favorecio la produccidn de biomasa fue la peptona de colagena, al igual
que el estudio realizado por Theriault (1986), quien utilizd diferentes fuentes de
nitrogeno: peptonas liquidas (F152, 156, 1000) -lactoalblimina, harina de pescado,
peptona de carne, extracto de came, harina de soya, en la produccion de antibioticos
Benzanthrinas A y B y la que presentd mayor produccién de antibidtico fue peptona
liquida F 1000 y la F 152. Para optimizar los rendimientos se utilizaron diferentes .
proparciones de glucosa y peptona de colé.gena)f s¢ encontrd que la proporcion dptima
fue de 4 % de cada una, a diferencia de la obtenida por Nesbit (1993) en las relaciones
que probo encontro que la optima para la produccién de biomasa fue | ~ 4, esta
diferencia puede ser debida a que utilizd diferente fuente de nitrogeno (68) y las que
presentaron mayores rendimientos fueron hidrolizado de soys, peptona de carne y
peptona de colagena. Se eligid para la formulacion de los medios de cultivo la peptona
de colagena que aunque la actividad caseinolitica era ligeramente menor que en ¢l medio
con hidrolizado de soya esta presentaba las siguientes ventajas: alta solubilidad y

menor costo.
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Las fuentes de carbono y mitrtdgeno que comtribuyen en la produccion de
biomasa, se muestran los resultados en las Tablas No. 9, 10,15, 17 y 18. En éstas s¢
abserva que en los medios de cultivo No. 4, 5, y 6 presentaron mayores valores, se
observé que no existe una relacién directa respecto a la biomasa y el contenido de
proteinas totales y a la actividad caseinalitica con el contenido de proteinas totales,
igual efecto observd Nesbit en la relacion del medio de cultivo y [a actividad de lipasa

intra y extracelular de N, asteroides (68),

En la Tabla No.10 se muestran los resultados de la actividad caseinolitica
extracelular, fue mayor en el medio a base de hidrolizado de soya y glucosa, por lo tanto
estas fuentes contribuyen a la produccion de enzimas intra y extracelulares, Nesbit
(1993) observo que la produccion de enzimas lipoliticas intra y extracelulares dependia
de la fuente de carbono y nitrégeno que se utiliza, obteniendo mayor produccién con
glutamato y fructosa (11), Zlotink también report® que la produccion de enzimas
depende de las fuente de nitrogeno y observé que cuando utilizaba una fuente simple no
se producian enzimas con actividad proteolitica y cuando ésta fug substimida por una

fuente campleja, si se producian enzimas con dicha actividad (101).

En el medio de cultivo No, 4 se utilizé CaCO; cuya funcién es amortiguar los
cambios de pH, con la contribucion del acido producido metabdlicamente, esta sal
presenta baja solubilidad por tal motivo se probaron otras sales Na,HPO,, NaHCQ; para
que cumplieran la misma funcian (Tabla No. 12), se observéd que el medio de cultivo con
CaC0; la biomasa fue mayor en un 40% que con Na;HPQO4 y 70% respecto a NaHCOs ¥

la actividad caseinolitica también fue mayor en CaCQs, 30 y 50% respecte a Na;HPQ, y
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NaHCO4. Debido a los mejores resultados se conservd el CaCO; en la formulacion del
medio de cultivo, prabablemente ¢l CaCQ; ademas de tener efecto amortiguador de pH,
participa ¢l ion Ca** como cofactor en el metabolismo de N. brasiliensis favareciendo
la produccién de biomasa y enzimas proteoliticas, Boeck observé que el CaCO,
amortigud los cambios de pH en el medio de produccion de un antibidtico a partir de
Streptomyces ganderi manteniéndolo cerca de la neutralidad, si éste se omitia, el pH sc
acidificaba y disminuia la praduccién de antibiético (11).

Con los resultados obtenidos en €sta  primers parte, se cumplid con el objetivo del
disefio de un medio de cultive con éptimos rendimientos y mayor actividad caseinolitica,
la compasicion del medio es: glucosa 4.0%, peptona de colagena 4.0%, extracto de

levadura 0.5%, NaCl 0.5%, CaCQ; 0.01% ajustados a pH 0 7.0.

Ademds de los comstituyentes en el medio de cultivo las condiciones
fisicoquimicas contribuyen en la produccidn de biomasa, en varios experimentos se
determind la temperatura optima y s¢ enconttd que a 30°C se presentaron mejores
resultados (Tabla No. 9 y Figura No [3). Boeck y col. (1984) probaron diferentes
temperaturas para la produccidn de un antibiético analogo  a la vancomiicina a partir de
N, orientalis y encontraron que de 32 — 34°C es el mngo optimo para la produccion
(11), una observacion similar realizd Theriault (1986) en N. lurida y encontrd que
24°C fuc la Optima para la produccion de Benzanthrinas A y B (88). La diferencia entre
los resultados obtenidos se comprende ya que estos investigadores midieron
produccion de metabolitos y en el presente trabajo se midio la produccidn de bicmasa.
De esto s¢ concluye que tanto la produccion de biomasa como la de metabolitos

depende de la temperatura y de la cepa de produccién. Por otro lado la velocidad de
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agitacion contribuye a la produccién de proteasas caseinoliticas, encontramos mejores
resultados a 250 r.p.m. ésta favorece a la produccidén de biomasa y actividad proteolitica
a nivel matraz (Tabla No. 19, Figura No. 13), Theriault observd ¢l efecto de la
agitacion, aereacion y volumen del medio en la producciéon de antibidticos
Benzanthrinas A y B a nivel fermentador y encontré que estas contribuyen a la
cantidad de antibidtico producido, las Optimas fueron 300 r.pm. a 1.0 VVM y un
volumen de trabajo de 10 L a nivel fermentador (88). Como es de esperarse el
desarrollo de N. brasi!iémis a diferentes condiciones de temperatura y velocidad de
agitacion influyen en la produccion de metabolitos y esto se observa en la cinética de
pH, el cual es diferente respecto a las condiciones de produccion debido a la formacién
de diferentes metabolitos (figura No. 14). En la cinética de crecimiento a nivel matraz,
se observa en la figura No. 15, que en las primeras 20 h  la fuente de carbono sufre un
ligero cambio, al igual que la biomasa, después de este periodo entre las 3(a 60h la
glucosa es altamente consumida y la biomasa se incrementa un poco mads,
posteriormente de 60 a 160 h el consumo es minimo, el fendmeno inverso se observa
en la produccién de biomasa, que tiene su fase exponencial de las 60 a las 160 h y
después de este periodo permanece constante; en el pH de las primeras 30 h donde el
consumo de glucosa es minimo este no cambia, hay un incremento en el periodo donde
la glucosa es altamente metabolizada alcanzando su pH méximo a las 60 — 70h.

Con ios resultados obtenidos en esta segunda parte, se cumplié con el objetivo de
determinar las condiciones fisicoquimicas Optimas para la produccién de biomasa y
mayor actividad caseinolitica, estas condiciones fueron: temperatura 30°C y velocidad
de agitacion 250 r.p.m. La temperatura segun los experimentos realizados, se observa

que es un factor determinante en ¢l desarrollo de N. brasiliensis, éstas condiciones de
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cultivo tienen semejanza con el entomo ambiental de tcmperatl.lra alrededor de 30°C,
predominante en zonas tropicales, son los lugares donde existe mayor incidencia de
infecciones causadas por bacterias del género Nocardia.

Para la determinacion de masa molecular de los componentes del extracto
obtenido a partit de N. brasiliensis se utilizaron geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE}, se corrieron los extractos del medio No. 1 (carril 2) y
los extractos del medioc No. 5C- 4 (carril 1) y se compararon con patrones de masa
molecular (66, 45, 36, 29, 24 y 14 kDa) (carril 3) y se observaron proteinas de masa
molecular de 38, 36, 26 y 24 kDa principalmente, lo que concuerda con los resultados
reportados por Licon en su investigacion (55).

La Tabla No. 20 muestra los pardmetros obtenidos durante el proceso a nivel
fermentador. El coeficiente de rendimiento (YX/S) muestra una capacidad metabélica
aceptable de la fuente de carbono, este s¢ obtiene a partir de los valores de conversion
de substrato a biomasa (0.56 g BM/g S} (88), el valor de la demanda de oxigeno s un
factor importante, ésta proporciona informacién acerca de si el fermentador cumple con
los requerimientos de oxigeno a través de la aereacion y agitacion, por otra parte Qo,
representa una velocidad especifica de la demanda de oxigeno por el microorganismo,
ambos factores muestran caracteristicas correspondientes al microorganismo, mientras
que el coeficiente de transferencia de oxigeno (Kia) nos representa las caracteristicas del
reactor bioldgico, en base a los resultados obtenidos este cumple satisfactoriamente con
las necesidades del microorgamismo. En la Figura No. 19 donde se¢ muestra la cinética
de consumo de oxigeno en la produccién de N. brasiliensis, la curva describe parte de
una hipérbola rectangular con una asintota a la velocidad médxima aproximadamente a

250 mg0Q, / g BM x h y la': V max se presenta al 20% de saturacion ésta grifica indica
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que la fermentacion microbiana se comporta como una reaccion catalizada
enziméticamente, cumpliendo con la ecuacion de Michaelis - Menten por lo tanto con la
gcuacion de Monod (56, 73), la Figura No. 20 se convierte en la gréfica de la Figura
No. 21 en una linea recta al graficar los reciprocos de estos pardmetros convirtiéndose a
la ecuacion de Linewaver - Burk, esta permite una determinacion mdés exacta de la

velocidad de la reaccidn, en cuanto al crecimiento microbiano (25, 60, 97)

Para el proceso se establecieron condiciones de operucién Temperatura 30°C y
velocidad de agitacion 250 r.p.m. pardmetros que fueron preestablecidos a nivel matraz.
A nive] fermentador se probd solo a condiciones de aereacién y velocidad de agitacién
de 250 rpm. y 1.0 VVM; La aereacion y presion se establecicron a partir de

referencias de investigaciones realizadas por Boeck (11) y Theriault (38).

En la Figura No. 18 se muestra el comportamiento del microorganismo a nivel
fermentador, el consumo de glucosa fue exponencial de 20 - 60 h igual
comportamiento observd Theriault en la produccidn de antibidticos Benzanthrinas A y B
a partir de V. {urida, por otra parte el consurno de oxigeno fue continue y bajo de 100 -
30% durante las 40 primeras h del proceso, Dingerdissen observd un consumo alto de
oxigeno las 20 primeras h y las siguientes 20 h se incrementd al 90 % y posteriormente
se mantuva constante, este comportamiento difirié parcialmente al obtenido en este
estudio, lo que en parte se puede deber 2 las diferentes cepas de Nocardia y a las
condiciones del equipo que se utilizd en ambos experimentos. Con los resultados
obtenidos se cumple con el tercer objetivo, realizar la produccion de biomasa a nivel

fermentador.
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De esta investigacion, se abtuvo un medio de cultivo con alta produccién de
biomasa 20.33 ¢/L mayor actividad caseinolitica 482 UA mostrades en la Tabla No. 17.
y costos inferiores respecto a los del medio testigo, para la obtencion de biomasa y
componentes inmunogénicos, que pueden scr utilizados para el diagnostico de

micetoma y monitoreo de la accién terapéutica en pacientes.

Se recomienda realizar investigaciones en el futuro, en el disefio de medios de
cultivo, ya sea incorporando otras fuentes de nitrégeno como queratinas de plumas de
aves, otras fuentes de carbono como melazas o residuos de la obtencién de la miel de
maiz, variando las proporciones de micronutrientes tales como ¢l Ca' *, incorporando
otras sales minerales y variando la proporcion de los componentes del medio de cultivo
5C- 4, para incrementar los rendimientos (Yx/s) y disminuir los costos de produccidn;
para la obtencidn de otros metabolitos de interés, tales coma P-24, que es un antigeno
inmunodominante que puede ser de interés clinico, para el serodiagndstico de micetoma
para N. brasiliensis, También se recomienda realizar experimentos a nivel fermentador a .
otras condiciones de agitacion y aereacion, éstas favorecen la disponibilidad del oxigeno
para las microorganismos, por lo tante, mayor conversion de los substratos a biomasa.

Otra alternativa seria realizar investigaciones, para determinar los genes
responsables de los metabolitos de interés como P-24 y otros, por medio de clonacion en
vectores e insercion del mismo en un hospedero apropiado como E. coli, 8. cerevisiae u

otros.



5. CONCLUSIONES

La mejor fuente de carbono y mnitrdgeno fueron glucosa y peptona de coldgena
respectivamente y ¢l carbonato de calcio Ia mejor sal para [a produccion de
biomasa y actividad caseinolitica de N. brasiliensis HUIEG-1.

Las condiciones optimas fueron: 30°C de temperatura y 250 r.p.m. de velocidad
de agitacién a nivel matraz.

El tiempo de duplicacidn (ta) y la velocidad de crecimiento (u) de N
brasiliensis HUJEG-1 a nivel fermentador disminuyd aproximadamente el 50%

respecto a los valores obtenidos a mivel matraz .

La demanda de oxigeno de N. brasiliensis HUJEG-1 a nivel fermentador es baja
(256 mg Oy / L x h), con un coeficiente de rendimiento y actividad caseinolitica

ligeramente superiores a los obtenidos a nivel matraz.

La operacion uaitaria de produccion de N. brasiliensis HUIEG-1. Cumple con los
reciprocas de la Ecuacion de Lineweaver — Burk, guardando una relacién
directamente proporcional a ios valores reciprocos de la concentracion de
oxigeno disuclto y la velocidad de comsumo de oxigeno, la que permite una

aplicacién industrial para la produccion de biomasa.

El medio de cultive que mostréd mayor coeficiente de rendimiento fue 5SC-4 con
4.5 veces mds peso seco, 3.5 veces mds proteinas totales, 4.9 veces mas
actividad caseinolitica y aproximadamente 27 veces menos el costo respecto al

medio testigo (BHI) a nivel matraz.
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8. APENDICES

8.1. Apendice A. Reactivo de Ac. 3, 5 Dinitrosalicilico (DNS).

Soluciéon A. Se disolvid con calor 150 g de Tartrato doble de sodio y potasio en

250 mL de agua destilada.

Solucidn B.- Se prepard una solucién de NaOH 2N (8g de NaOH en 100 ml. de

agua destilada), se adiciond 5 g del acido DNS y se disolvid con

calor.

Se unjeron las soluciones A y B y se llevaron a un volumen de 500 mL, se conservo

en refnigeracion en frasco obscuro,

8.1. Apendice B. Gel de Corrimiento en Gradientes 10— 18.5 T, 2.75 C.

10% T
Acrilamida-Bis-Acrilamida (30%T, 2.7%C) 0.720 ml
Amortiguador Trnis-HC1 3.02 M, pH 8.8 0.396
Glicerol 50% pfv 0.144
Agua Destilada 0.874
SDS 10% p/v 0.020
Persulfato de Amonio 10% pfv 0.007

TEMED 0.001

18% T

1.259ml

0.396
0.222
0.193
0.020
0.007
0.001




8.1. Apendice C. Gel de Empaquetamiento 5% T, 2.7% C.

Acrilamida-Bis-Acrilamida (30%T, 2.7%4C)
Amortiguador Tris-HCI 1 M, pH 6.8

Agua Destilada

SDS 10% p/v

Persulfato de Amonio 10% p/v

TEMED

0.499 ml
0.375
1.980
0.30
0.105
0.003

9N








